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                                              RESUMO 
 
 
Introdução: O gênero Esenbeckia (Rutaceae) compreende 
aproximadamente 30 espécies identificadas, nativas de regiões 
tropicais, tais como México e Brasil, incluindo principalmente os 
Estados brasileiros de São Paulo, Bahia, Minas Gerias, Goiás e 
Mato Grosso do Sul. Estudos in vivo e in vitro demonstraram que 
plantas deste gênero apresentam propriedades anti-inflamatórias. 
Objetivos: Avaliar o efeito anti-inflamatório do extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH), frações e compostos isolados da Esenbeckia 
leiocarpa Engl., administrada por via intraperitoneal (i.p.), no 
modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. 
Metodologia: As cascas secas da E. leiocarpa Engl. foram 
maceradas e extraídas com etanol para obter o EBH. A partir deste 
extrato, foram obtidas as frações n-hexano (Hex), acetato de etila 
(AcOEt), aquosa (Aq) e alcaloídica (Alc), sendo que esta última 
fração foi extraída com éter etílico originando duas subfrações: uma 
alcaloídica polar (AlcP) e outra apolar (AlcAp). O composto 
majoritário, o alcaloide indólico dihidrocorinanteol (DHC), foi isolado 
da subfração AlcAp. No protocolo para identificar e elucidar a 
estrutura do composto majoritário presente na E. leiocarpa Engl., 
foram utilizadas análises de eletroforese capilar, características 
físicas, infravermelho, ressonância magnética nuclear (RMN de 
1
H 
e 
13
C) e espectrometria de massas. Em outro protocolo, o 
composto isolado identificado foi modificado por reações de 
substituição nucleofílica, originando os análogos acetil, p-metil, 
benzoil, p-metoxi e p-cloro, que foram utilizados em um estudo de 
relação estrutura-atividade, avaliando-se o efeito destes compostos 
sobre leucócitos, exsudação e atividade da enzima 
mieloperoxidase (MPO). No modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina, foram utilizados camundongos albinos Swiss e foram 
avaliados os seguintes parâmetros inflamatórios no lavado da 
cavidade pleural: leucócitos, exsudação, atividades das enzimas 
MPO e adenosina-deaminase (ADA), e as concentrações de 
nitrito/nitrato (NOx), interleucina 1-beta (IL-1β) e fator de necrose 
tumoral-alfa (TNF-α). Neste estudo, diferentes grupos de animais 
foram tratados com EBH (10 - 100 mg/kg), Hex (10 - 50 mg/kg), 
AcOEt (10 - 50 mg/kg), Aq (2 - 10 mg/kg), Alc (1 - 10 mg/kg), AlcP 
(0,5 - 5 mg/kg), AclAp (0,1 - 2 mg/kg) ou DHC (0,1 - 0,5 mg/kg), 
administrados (i.p.) 0,5 h antes da carragenina (1%) administrada 
por via intrapleural (i.pl.). Os parâmetros inflamatórios foram 
avaliados 4 h após. Para avaliar a exsudação, os animais foram 
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tratados previamente com solução Azul de Evans (25 mg/kg, i.v.). 
Diferenças estatísticas entre os grupos foram determinadas pela 
análise dos testes de variância (ANOVA), Newman-Keuls e/ou t de 
Student. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. 
Além disso, realizou-se também o estudo de toxicidade do EBH por 
meio da análise da curva de sobrevida. Neste estudo, diferentes 
grupos de animais receberam diferentes doses do EBH (250 mg/kg, 
500 mg/kg e 1000 mg/kg, i.p.) e o número de óbitos foi observado 
diariamente, durante dez dias. Resultados: EBH da E. leiocarpa 
Engl. (25 - 100 mg/kg), Hex (25 - 50 mg/kg), AcOEt (25 - 50 mg/kg), 
Aq (5 - 10 mg/kg), Alc (5 - 10 mg/kg), AlcP (1 - 5 mg/kg), AlcAp (0,5 
- 2 mg/kg) e DHC (0,25 - 0,5 mg/kg) inibiram: leucócitos, 
neutrófilos, mononucleares e exsudação (P < 0,05). Da mesma 
forma, EBH (25 mg/kg), Hex (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg), Aq (5 
ou 10 mg/kg), Alc (10 mg/kg), AlcP (1 ou 2 mg/kg), AlcAp (0,5 
mg/kg) e DHC (0,25 mg/kg) inibiram as atividades das enzimas 
MPO e ADA, além das concentrações de NOx, IL-1β e TNF-α (P < 
0,05). Em relação à toxicidade, observou-se que a dose de 250 
mg/kg demonstrou-se segura, pois resultou em 100% de sobrevida 
dos animais após 10 dias de observação, enquanto que nas doses 
de 500 e 1000 mg/kg todos os animais morreram no primeiro dia. 
Observou-se também que o composto DHC apresentou melhor 
efeito anti-inflamatório do que seus análogos: acetil, p-metil, 
benzoil, p-metoxi e p-cloro, uma vez que somente o DHC inibiu 
ambos os parâmetros inflamatórios estudados: leucócitos e 
exsudação (P < 0,01). Além disso, os análogos do DHC inibiram a 
atividade da MPO (P < 0,01). Conclusões: Os resultados 
demonstraram que: 1) E. leiocarpa Engl. possui importante 
atividade anti-inflamatória; 2) este efeito ocorre principalmente em 
relação à inibição da migração leucocitária e da exsudação; 3) a 
inibição destes parâmetros inflamatórios está relacionada também 
à inibição de NOx, IL-1β e TNF-α; 4) a inibição da atividade da MPO 
e ADA está relacionada a diminuição de leucócitos ativados; 5) as 
doses utilizadas nos experimentos parecem ser seguras; 6) o DHC 
foi mais efetivo do que os seus análogos neste modelo de 
inflamação, e as alterações físico-químicas promovidas no DHC, 
após a inserção dos substituintes acetil, p-metilbenzoil, benzoil, p-
metoxibenzoil e p-clorobenzoil na hidroxila do carbono 17, 
determinam a efetividade do efeito anti-inflamatório. 
 
Palavras-chaves: Esenbeckia leiocarpa Engl., pleurisia, efeito anti-
inflamatório, citocinas pró-inflamatórias, mieloperoxidase. 
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                                         ABSTRACT 
 
 
Introduction: Esenbeckia genus (Rutaceae) includes approximately 
30 species native from tropical regions such as Mexico and Brazil, 
mainly in the Brazilian states of Sao Paulo, Bahia, Minas Gerais, 
Goias and Mato Grosso do Sul. Studies using in vivo and in vitro 
models have demonstrated that plants of this genus have anti-
inflammatory properties. Objectives: To evaluate the anti-
inflammatory effect of the crude hydroalcoholic extract (CHE), 
fractions and compounds isolated from Esenbeckia leiocarpa Engl., 
administered intraperitoneally (i.p.) in the carrageenan-induced 
murine model of pleurisy. Methodology: The dried E. leiocarpa 
Engl. bark was macerated and extracted with ethanol to obtain the 
CHE. The n-hexane (Hex), ethyl acetate (AcOEt), aqueous (Aq) and 
alkaloids (Alk) fractions were obtained from CHE, and two alkaloid 
subfractions, polar (polar Alk) and nonpolar (nonpolar Alk) were 
obtained from the Alk fraction using an ethyl ether extraction. The 
major compound, the indole alkaloid dihydrocorinantheol (DHC) was 
isolated from nonpolar Alk subfraction. Analysis of capillary 
electrophoresis, physical characteristics, infrared, nuclear magnetic 
resonance (
1
H and 
13
C NMR) and mass spectrometry were used to 
identify and elucidate the structure of the major compound present in 
the E. leiocarpa Engl. In another protocol, the isolated compound 
was subjected to chemical structural modifications by nucleophilic 
substitution reactions to develop the acetyl, p-methyl, benzoyl, p-
methoxy and p-chloro analogs, which were used in a study of 
structure-activity relationships to evaluate the effect of these 
compounds upon leucocytes and exudation concentrations and 
myeloperoxidase (MPO) activity. Swiss mice were used in the 
carrageenan-induced murine model of pleurisy and the following 
inflammatory parameters were evaluated the fluid of the pleural 
cavity: leukocytes, exudation, MPO and adenosine deaminase 
(ADA) activities, and the concentrations of nitrite/nitrate (NOx), 
interleukin-1 beta (IL-1β) and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α). In 
this study, different groups of animals were pretreated with CHE (10 
- 100 mg/kg), Hex (10 - 50 mg/kg), AcOEt (10 - 50 mg/kg), Aq (2 - 10 
mg/kg), Alk (1 - 10 mg/kg), polar Alk (0.5 - 5 mg/kg), nonpolar Alk 
(0.1 - 2 mg/kg) or DHC (0.1 - 0.5 mg/kg) administered (i.p.) 0.5 h 
before carrageenan (1%) which was administered by intrapleural 
route (i.pl.). The inflammatory parameters were evaluated after 4 h. 
To evaluate the exudation, the animals were pretreated with Evans 
blue dye (25 mg/kg, i.v.). Statistical differences between groups 
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were determined by analysis of variance test (ANOVA), Newman-
Keuls and/or Student’s t test. P < 0.05 was considered significant. 
Further, the toxicity study of CHE we performed by analyzing the 
survival curve. In this study, different groups of animals received 
different doses of EBH (250 mg/kg, 500 mg/kg and 1000 mg/kg, i.p.) 
and the number of deaths was observed daily for 10 days. Results: 
CHE (25 - 100 mg/kg), Hex (25 - 50 mg/kg), AcOEt (25 - 50 mg/kg), 
Aq (5 - 10 mg/kg), Alk (5 - 10 mg/kg), polar Alk (1 - 5 mg/kg), 
nonpolar Alk (0.5 - 2 mg/kg) and DHC (0.25 - 0.5 mg/kg) inhibited 
leukocytes, neutrophils, mononuclears and exudation (P < 0.05). 
Also, CHE (25 mg/kg), Hex (50 mg/kg), AcOEt (50 mg/kg), Aq (5 or 
10 mg/kg), Alc (10 mg/kg), polar Alk (1 or 2 mg/kg), nonpolar Alk 
(0.5 mg/kg) and DHC (0.25 mg/kg) inhibited the MPO and ADA 
activities, and the concentrations of NOx, IL-1β and TNF-α (P < 
0.05). In relation to toxicity, it was observed that the dose of 250 
mg/kg of CHE was safe because its administration resulted in 100% 
survival of the animals after 10 days, whereas at the doses of 500 
mg/kg and 1000 mg/kg all animals died in the first day of 
observation. Furthermore, the DHC alkaloid showed better anti-
inflammatory effect than its analogs: acetyl, p-methyl, benzoyl, p-
methoxy and p-chloro, because only the DHC inhibits both studied 
inflammatory parameters: leukocytes and exudation concentrations 
(P < 0.01). Further, the DHC analogs inhibited MPO activity (P < 
0.01). Conclusions: The results showed that: 1) E. leiocarpa Engl. 
has important anti-inflammatory activity; 2) this effect occurs mainly 
in relation to inhibition of leukocyte migration and exudation 
concentrations; 3) the Inhibition of these inflammatory parameters is 
also related to NOx, IL-1β and TNF-α inhibition; 4) the inhibition of 
MPO and ADA activities are associated with decrease of activated 
leukocytes; 5) the doses used in the experiments of this study 
appear to be safe; 6) DHC was more effective than its analogs in this 
model of inflammation, and the physicochemical modifications in the 
DHC after insertion of the acetyl, p-methylbenzoyl, benzoyl, p-
methoxybenzoyl and p-chlorobenzoyl substituents radicals on the 
hydroxyl group at carbon 17 determine the effectiveness of the anti-
inflammatory action. 
 
Keywords: Esenbeckia leiocarpa Engl., pleurisy, anti-inflammatory 
effect, pro-inflammatory cytokines, myeloperoxidase. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 PLANTAS MEDICINAIS 
 
Produtos naturais são fonte importante de agentes 
terapêuticos desde a antiguidade (GOSSLAU et al., 2011). No 
século passado, diversas classes de produtos naturais foram 
isoladas e suas estruturas químicas foram caracterizadas 
(MISHRA; TIWARI, 2011). Estas descobertas, juntamente com a 
elucidação da diversidade biológica e do mecanismo de ação 
bioquímico, são fundamentais para o desenvolvimento da 
química orgânica e medicinal (LEE, 2010). A importância de 
pesquisas farmacológicas envolvendo produtos naturais pode ser 
observada em diversos estudos. Neste sentido, entre 1981 e 
2010, foram descritas 1940 novas estruturas químicas com 
atividade antitumoral, sedo que 48,6% destas foram provenientes 
e/ou tiveram sua estrutura química baseada em produtos 
naturais (NEWMAN; CRAGG, 2012).  
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), 
aproximadamente 65% a 80% da população nos países em 
desenvolvimento dependem essencialmente da medicina 
tradicional como principal fonte de tratamento (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 2008). Entre as opções terapêuticas da 
medicina tradicional destaca-se o uso de plantas medicinais. 
Além dos benefícios à saúde, o tratamento baseado no uso 
de plantas é a forma mais popular da medicina tradicional e gera 
lucros expressivos no mercado internacional. O lucro anual na 
Europa Ocidental atingiu 5 bilhões de dólares entre 2003 e 2004. 
Na China, as vendas de produtos naturais totalizaram 14 bilhões 
de dólares em 2005, e no Brasil, 160 milhões de dólares em 
2007 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). 
Os países latino-americanos detêm grande parte da 
biodiversidade mundial. O Brasil possui aproximadamente 20 a 
22% de todas as plantas e micro-organismos existentes, 
contando com mais de 56 mil espécies descritas, fato que 
estimula a pesquisa de novos fármacos de origem natural 
(CALIXTO, 2005; MELO; AMORIM; ALBUQUERQUE, 2009).  
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1.1.1 Gênero Esenbeckia e atividades farmacológicas 
 
No Brasil, a Esenbeckia leiocarpa Engl. (Figura 1) é 
conhecida popularmente como Guarantã, pertence ao gênero 
Esenbeckia, família Rutaceae e subfamília Rutoideae. O gênero 
Esenbeckia inclui cerca de 30 espécies que são nativas de 
países da América tropical, tais como México e Brasil, incluindo 
principalmente os Estados brasileiros de São Paulo, Bahia, 
Minas Gerais, Goiás e Mato Grosso do Sul (DREYER et al., 
1972).  
 
Figura 1 – Imagem da Esenbeckia leiocarpa Engl. (A) e das 
suas folhas (B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Natureza Brasileira e Agricultura Orgânica. 
 
Estudos farmacológicos in vivo e in vitro de algumas 
espécies do gênero Esenbeckia indicaram que a Esenbeckia 
febrifuga demonstrou atividade antimalárica e antiparasitária, e a 
Esenbeckia yaaxhokob, atividade antimicrobiana (CARVALHO et 
al., 1991; NAPOLITANO et al., 2004; AGUILAR-GUADARRAMA; 
RIOS, 2004; DOLABELA et al., 2008). Ainda, na medicina 
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tradicional brasileira, as cascas da Esenbeckia febrifuga são 
utilizadas como infusão para o tratamento de febre e/ou como 
agente antiparasitário no combate à malária pelos habitantes da 
Amazônia (BOTSARIS, 2007; DOLABELA et al., 2008).  
Estudos químicos do gênero Esenbeckia indicaram a 
presença de diversos compostos, tais como os alcaloides do 
grupo das quinolonas (DREYER, 1980; DELLE MONACHE et al., 
1989; NAKATSU et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1996), limonoides 
(DREYER, 1980; OLIVEIRA et al., 1996), furanocumarinas e 
cumarinas (DREYER, 1980; OLIVEIRA et al., 1996; RIOS; 
DELGADO, 2002; TRANI et al., 2004), triterpenoides (MATA et 
al., 1998) e flavonoides (KUBO, 1991). Além disso, os alcaloides 
maculina, flindersiamina, kokusaginina, dictamnina, 4-metoxi-2-
(3´-pentil)-1-quinolina, 1,4-dihidro-1-metil-2-(3´-pentil)quinolin-4-
ona, 7-isopentenil indol, 6-isopentenil indol, 5-isopentenil indol, 
annonidina A, annonidina C, 7-indolcarbaldeído, leiocarpol, 
leiocarpadiol, leiocarpatriol A, leiocarpatriol B, leiocarpona 
também foram isolados das raízes da Esenbeckia leiocarpa 
Engl., e dois outros alcaloides quinolinonas: 3-metoxi-1-metil-2-
propil-4-quinolona (leioquinina A) e 2 (1'-etilpropil)-1-metil-4-
quinolona (leioquinina B), foram isolados das folhas dessa planta 
(DELLE MONACHE et al., 1989; DELLE MONACHE et al., 1990; 
NAKATSU et al., 1990).  
Dentre os compostos citados anteriormente, estudos 
demonstraram que as furanocumarinas xantotoxina e felopterina, 
isoladas da Esenbeckia grandiflora por Januário e colaboradores 
(2009), e da Esenbeckia ovata por Rios e Delgado (2002), 
possuem atividade anti-inflamatória por inibirem o edema de pata 
induzido pela formalina ou pela carragenina em ratos, bem como 
por inibirem a produção de prostaglandina E2 (PGE2) induzida 
por lipopolissacarídeos em macrófagos isolados da cavidade 
peritoneal de ratos (CHEN et al., 1995; BAN et al., 2003). Em 
outro estudo, alcaloides classificados como quinolonas, classe de 
compostos que também foi isolada das folhas da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. por Nakatsu e colaboradores (1990), inibiram a 
síntese de leucotrienos em um ensaio in vitro utilizando 
polimorfonucleares humanos estimulados por ionóforo de cálcio 
A23187 (ADAMS et al., 2004). O β-sitosterol e o 
dihidrocorinanteol (DHC), isolados das cascas da Esenbeckia 
leiocarpa Engl., também demonstraram efeito anti-inflamatório 
por reduzir a quimiotaxia de leucócitos, a exsudação, a atividade 
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das enzimas mieloperoxidase (MPO) e adenosina-deaminase 
(ADA), e a concentração de nitrito/nitrato e das citocinas 
interleucina-1 beta (IL-1β) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 
no modelo de inflamação induzida pela carragenina na bolsa de 
ar em camundongos (LIZ et al., 2011). 
 
1.2 PROCESSO INFLAMATÓRIO 
 
A inflamação é um mecanismo de reparo tecidual que 
ocorre após uma lesão, e consiste em uma cascata de eventos 
celulares e microvasculares que tem como objetivo a remoção de 
tecidos lesados e a geração de outros novos (SCHMID-
SCHÖBEIN, 2006). Nessa cascata, observa-se aumento da 
permeabilidade microvascular, seguido pela adesão e infiltração 
de células no local da lesão, apoptose celular e crescimento de 
novos tecidos e vasos (MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV; 
HORNG, 2009).  
A resposta inflamatória pode estar relacionada a doenças 
de caráter agudo, tais como alergias, e a diversas manifestações 
crônicas que incluem alterações metabólicas como diabetes, 
doenças autoimunes como a artrite reumatoide, e doenças 
neurogênicas ou degenerativas, entre outras (MEDZHITOV, 
2008). 
Na resposta imune inata ou não adaptativa, ocorre a 
ativação de células fagocíticas, dentre as quais se destacam os 
monócitos e os neutrófilos (MEDZHITOV, 2008). 
Os neutrófilos são células do sistema imune inato que 
desempenham função protetora devido à sua capacidade de 
fagocitar e produzir importantes substâncias antimicrobianas, 
enzimas proteolíticas e espécies reativas de oxigênio, 
representando assim, a primeira linha de defesa contra micro-
organismos patogênicos (NAUSEEF, 2007; MEDZHITOV, 2008; 
WITKO-SARSAT et al., 2011). As proteínas presentes nos 
grânulos dos neutrófilos são distribuídas em grânulos primários 
(azurófilos), secundários (específicos) e grânulos terciários, bem 
como em vesículas secretoras. Os grânulos e as vesículas são 
mobilizados sequencialmente durante a migração de neutrófilos 
do sangue para o local de inflamação (SOEHNLEIN; WEBER; 
LINDBOM, 2009). Nos grânulos primários, a enzima 
mieloperoxidase (MPO) destaca-se como um dos principais 
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componentes do sistema microbicida dos neutrófilos (PLIYEV, 
2008). 
A MPO está presente principalmente nos neutrófilos e, em 
menor quantidade, nos mononucleares (ARNHOLD; FLEMMIG, 
2010). Esta enzima participa do mecanismo de defesa imune 
inato pela formação de agentes microbicidas e de espécies 
reativas de oxigênio (MALLE et al., 2007). Quando os neutrófilos 
ou macrófagos fagocitam bactérias, ocorre a formação do 
fagossoma. A ativação da enzima nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato oxidase (NADPH oxidase) e o influxo de 
íons no fagossoma favorecem a ativação da MPO e de outros 
constituintes dos grânulos azurófilos (ARNHOLD; FLEMMIG, 
2010). Neste processo, há consumo intenso de oxigênio e a 
NADPH oxidase converte o oxigênio em radical ânion superóxido 
(O2
.-
), o qual é dismutado a peróxido de hidrogênio (H2O2) pela 
ação da enzima superóxido dismutase (SOD) (ARNHOLD; 
FLEMMIG, 2010). Simultaneamente, a MPO é liberada no 
fagossoma e catalisa a formação de ácido hipocloroso (HOCl) a 
partir do H2O2 e de íons cloreto (Cl
-
) (ARNHOLD; FLEMMIG, 
2010). O HOCl desempenha propriedades microbicida e 
oxidativa nos neutrófilos (MALLE et al., 2007; ARNHOLD; 
FLEMMIG, 2010). Entretanto, a ativação persistente do sistema 
MPO-H2O2-HOCl pode gerar lesão tecidual, uma vez que o HOCl 
é capaz de iniciar reações oxidativas em lipídeos, no ácido 
desoxirribonucleico (DNA) e em lipoproteínas, podendo induzir, 
assim, à formação de tumores (MALLE et al., 2007; MIKA; 
GURUVAYOORAPPAN, 2011).  
Em algumas doenças inflamatórias, como na artrite 
reumatoide, observa-se aumento da infiltração de neutrófilos com 
consequente aumento da atividade da MPO (VAN DER VEEN; 
WINTHER; HEERINGA, 2009). Estudos demonstraram também 
que a MPO pode ser utilizada como marcador de neutrofilia em 
condições de inflamação e sepse (FAITH et al., 2008). Além 
disso, observou-se que a concentração de MPO também está 
elevada em pacientes asmáticos (EKMEKCI et al., 2004). 
Outras células importantes do sistema imune são os 
monócitos, os quais estão envolvidos no processo inflamatório 
tardio e que desempenham importante função na imunidade 
inata e adaptativa (AUFFRAY, SIEWEKE, GEISSMANN, 2009). 
A infiltração de monócitos é observada principalmente na 
inflamação crônica, podendo persistir por um longo período de 
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tempo (SCHMID-SCHÖBEIN, 2006; DALE; BOXER; LILES, 
2008). Os monócitos são capazes de se diferenciarem em 
macrófagos após sua migração para os tecidos (AUFFRAY; 
SIEWEKE; GEISSMANN, 2009). Além disso, macrófagos 
ativados podem secretar citocinas como: interleucina-1 (IL-1), 
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 
interferon alfa ou beta (INF-α/β) (DALE; BOXER; LILES, 2008).  
A adenosina-deaminase (ADA) é outra enzima envolvida 
na resposta inflamatória. A ADA participa do metabolismo das 
purinas catalisando irreversivelmente a desaminação da 
desoxiadenosina e adenosina em desoxinosina e inosina, 
respectivamente (YEGUTKIN, 2008). A conversão da adenosina 
endógena em inosina reduz a disponibilidade de adenosina 
biologicamente ativa (DESROSIERS et al., 2007). A ADA 
também desempenha função importante na maturação e na 
ativação de monócitos e de linfócitos, podendo ser utilizada como 
marcador da atividade de células mononucleares (HASKÓ et al., 
2007). Além disso, estudos demonstraram que a ADA 
desempenha importante função em muitas doenças 
inflamatórias, pois sua atividade e/ou concentração encontram-se 
elevadas em pacientes com artrite reumatoide, asma, doença 
pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), doença cardíaca 
coronariana, entre outras (CHAVAN; PATIL; KARNIK, 2007; 
BROWN; SPINA; PAGE, 2008; GOODARZI et al., 2010; 
ZAMANI; JAMALI; JAMALI, 2011). 
A adenosina é um nucleosídeo endógeno que 
desempenha função importante em diferentes sistemas do 
organismo, incluindo os sistemas nervoso, reprodutor, 
cardiovascular, renal e respiratório (KUMAR; SHARMA, 2009). 
Os macrófagos ativados são as principais fontes de adenosina 
extracelular, entretanto, neutrófilos e células endoteliais também 
liberam grandes quantidades de adenosina em sítios 
inflamatórios, infecciosos e em condições de estresse oxidativo 
(HASKÓ et al., 2007). O efeito da adenosina nos diferentes 
tecidos é determinado pelo tipo de receptor ao qual se liga 
(KUMAR; SHARMA, 2009). Quatro receptores de adenosina, 
acoplados à proteína G, já foram identificados: A1, A2A, A2B e A3 
(FREDHOLM et al., 2001; FREDHOLM et al., 2011). Dentre estes 
receptores, A1, A2A e A3 possuem alta afinidade pela adenosina, 
e os receptores A2B possuem baixa afinidade (HASKÓ et al., 
2009). Os receptores de adenosina são expressos em células, 
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tais como neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monócitos, linfócitos 
T e B, macrófagos, células dendríticas, células do epitélio 
brônquico, fibroblastos e células endoteliais (FREDHOLM et al., 
2001; BROWN; SHORT, 2008).  
A ativação dos receptores de adenosina pode promover 
diversos efeitos biológicos, os quais algumas vezes são 
antagônicos, ou seja, a ligação da adenosina em um 
determinado receptor pode promover um efeito anti-inflamatório 
ou pró-inflamatório. Por exemplo, a ligação da adenosina no 
receptor A2B pode promover efeito pró-inflamatório. Este fato 
pode ser entendido pelo estudo realizado por Ryzhov e 
colaboradores (2008), no qual demonstraram que a ligação da 
adenosina nos receptores A2B promoveu efeito pró-inflamatório 
em mastócitos da medula óssea, obtida do fêmur e da tíbia de 
camundongos knockout para este receptor, pois se observou 
diminuição significativa na liberação de interleucina-13 (IL-13) e 
do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Da 
mesma forma, Anvari e colaboradores (2010) observaram que a 
ligação da adenosina no receptor A2B também promoveu efeito 
pró-inflamatório pela liberação de citocinas, como TNF-α, IL-6 e 
derivada de queratinócitos (KC), RANTES e proteína quimiotática 
de monócitos-1 (MCP-1) no lavado broncoalveolar, utilizando-se 
o modelo de isquemia-reperfusão pulmonar em camundongos. 
Entretanto, alguns estudos demonstraram que a ligação da 
adenosina no receptor A2B também pode promover efeito anti-
inflamatório. Neste sentido, Zhou e colaboradores (2011), 
evidenciaram que camundongos knockout para o receptor A2B 
apresentaram aumento da inflamação pulmonar, quando 
expostos a bleomicina, no modelo de lesão pulmonar aguda. 
Por outro lado, parece que a ligação da adenosina nos 
receptores A1, A2A e A3 promove efeito anti-inflamatório. 
Corroborando com este fato, Kim e colaboradores (2009) 
demonstraram que a deleção do receptor de adenosina A1 
aumentou a lesão renal em camundongos. Neste estudo, 
observou-se também o aumento do influxo de leucócitos e a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como KC, TNF-α, 
MCP-1, proteína inflamatória de macrófagos-2 (MIP-2) e da 
expressão da molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), 
utilizando-se técnica de imunohistoquímica. Desta forma, este 
estudo sugere que a ligação da adenosina no receptor A1 
promove efeito anti-inflamatório e protetor para os rins (KIM et 
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al., 2009). Da mesma forma, Impellizzeri e colaboradores (2011) 
demonstraram que a ligação da adenosina no receptor A2A 
também promoveu inibição da quimiotaxia de neutrófilos, da 
liberação de NO, de citocinas, tais como TNF-α e IL-1β e da 
expressão de moléculas de adesão dos tipos ICAM-1 e P-
selectinas no pulmão, utilizando-se o modelo da pleurisia 
induzida pela carragenina em camundongos. Varani e 
colaboradores (2010) também demonstraram que a ligação da 
adenosina nos receptores de adenosina A2A e A3 promoveu efeito 
anti-inflamatório, pois diminuiu as concentrações de TNF-α e IL-8 
em sinoviócitos humanos isolados das articulações de pacientes 
com osteoartrite. Em outro estudo, observou-se também que a 
ligação da adenosina no receptor A3 promoveu efeito anti-
inflamatório, pois camundongos deficientes deste receptor 
apresentaram aumento da migração de eosinófilos, bem como a 
liberação de citocinas, tais como CCL2, IL-6 e CXCL1 no pulmão, 
utilizando-se o modelo de inflamação induzida pela bleomicina 
(MORSCHL et al., 2008). Além disso, Gazoni e colaboradores 
(2010) demonstraram que a ligação da adenosina nos receptores 
A1, A2A e A3 promoveu efeito anti-inflamatório por meio da 
inibição da quimiotaxia de neutrófilos, da atividade da MPO e da 
liberação de TNF-α no pulmão, utilizando-se o modelo de 
isquemia-reperfusão em coelhos. 
Além de enzimas e células que participam da resposta 
imune, outros mediadores também são liberados na resposta 
inflamatória. 
O óxido nítrico (NO) é um radical livre de curta duração, 
liberado principalmente por células endoteliais e por macrófagos, 
que medeia diversos processos biológicos, tais como regulação 
do tônus das vias aéreas e dos vasos, inflamação, 
neurotransmissão e apoptose (NAGY et al., 2007; TRIPATHI et 
al., 2007). O NO participa da imunidade inata devido a sua ação 
tóxica contra organismos infecciosos e da imunidade específica, 
regulando a apoptose e a função de células do sistema 
imunológico (TRIPATHI et al., 2007; WANG et al., 2010).  
Nos mamíferos, o NO é liberado a partir da conversão da 
arginina em citrulina por meio de uma reação catalisada por uma 
família de enzimas denominada óxido nítrico sintase (NOS) 
(THOMAS et al., 2008). Três isoformas de NOS já foram 
identificadas: uma induzível (iNOS, tipo II), que é ativada em 
resposta a estímulos inflamatórios, e duas isoformas 
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constitutivas, a neuronal (nNOS, tipo I) e a endotelial (eNOS, tipo 
III) (PERSICHINI et al., 2006; THOMAS et al., 2008). A iNOS 
pode ser induzida por macrófagos, células endoteliais, células da 
musculatura lisa vascular e miócitos, após estímulo por 
lipopolissacarídeos (LPS) bacterianos, bem como por citocinas 
pró-inflamatórias, tais como IL-1β, TNF-α, IFN-, IL-6, entre 
outros (PERSICHINI et al., 2006; PACHER; BECKMAN; 
LIAUDET, 2007). 
A concentração de NO e/ou dos seus metabólitos 
(nitrito/nitrato) está elevada em doenças inflamatórias, tais como 
artrite reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico, osteoartrite, 
asma, entre outras (ABRAMSON, 2008; NAGY et al., 2010; 
ZEIGER et al., 2011). 
Além do NO, as citocinas também são mediadores 
importantes que participam da resposta inflamatória (COMMINS; 
BORISH; STEINKE, 2010). As citocinas são proteínas solúveis 
de baixo peso molecular, secretadas por diversas células, tais 
como neutrófilos, linfócitos, monócitos, macrófagos, mastócitos, 
células natural killer (NK), dendríticas, endoteliais, epiteliais, 
entre outras (COSTANTINI et al., 2009). De modo geral, as 
citocinas estão relacionadas a funções de crescimento, 
diferenciação e ativação celular, e desta forma, regulam e 
determinam o tipo de resposta imune (COSTANTINI et al., 2009; 
COMMINS; BORISH; STEINKE, 2010). Dentre as citocinas pró-
inflamatórias, destacam-se a IL-1β e o TNF-α.  
A IL-1β pode ser secretada por queratinócitos, fibroblastos, 
células sinoviais, endotélio, neutrófilos, macrófagos, mastócitos e 
células de Schwann, micróglia e astrócitos, entre outros (REN; 
TORRES, 2009). Esta citocina está envolvida em diversos 
eventos inflamatórios, tais como febre, dor, vasodilatação e 
hipotensão, os quais estão relacionados com o efeito da IL-1β 
sobre a indução da expressão gênica das enzimas 
ciclooxigenase-2 (COX-2), fosfolipase A2 e óxido nítrico sintase 
induzida (iNOS), bem como o aumento da síntese e/ou liberação 
de prostaglandina E2 (PGE2), fator ativador de plaquetas (PAF) e 
óxido nítrico (NO) (DINARELLO, 2009). Outra propriedade pró-
inflamatória importante da IL-1β é a sua capacidade de aumentar 
a expressão de moléculas de adesão, tais como a molécula de 
adesão intercelular-1 (ICAM-1), em células mesenquimais e a 
molécula de adesão vascular-1 (VCAM-1), em células 
endoteliais, promovendo, desta forma, a quimiotaxia de 
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leucócitos para o sítio da inflamação (DINARELLO, 2009). Os 
efeitos da IL-1β são mediados pela ativação de seus receptores: 
IL-1R tipo 1 (IL-1RI) ou IL-1R tipo 2 (IL-1RII) (GABAY et al., 
2010). Além disso, os efeitos da IL-1β podem ser regulados pelo 
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) que pode se ligar ao 
receptor de IL-1, impedindo que esta citocina promova seus 
efeitos pró-inflamatórios (GABAY et al., 2010). Com base nisso, 
foi desenvolvido o medicamento Anakinra®, o qual mimetiza o IL-
1Ra se ligando diretamente ao receptor de IL-1, e é utilizado para 
o tratamento da artrite reumatoide (HOFFMAN, 2009). A 
concentração de IL-1β está aumentada em algumas doenças, 
tais como artrite reumatoide, esclerose múltipla, peritonite e 
asma (HUSSEIN et al., 2008; HASTIE et al., 2010; BADIU, et al., 
2011; MARTINS et al., 2011).  
O TNF-α é outra citocina pró-inflamatória liberada por 
neutrófilos, macrófagos, células T e B, células NK, mastócitos, 
células endoteliais, células musculares cardíacas e lisas, 
fibroblastos, osteoclastos e células do estroma, entre outras 
(BRADLEY, 2008; CANTAERT et al., 2010). Esta citocina é um 
importante indutor da expressão de molécula de adesão 
intercelular tipo 1 (ICAM-1), de molécula de adesão vascular tipo 
1 (VCAM-1) e de E-Selectinas. As moléculas de adesão, por sua 
vez, estimulam a quimiotaxia de leucócitos para o local da 
inflamação (BRADLEY, 2008). Além disso, o TNF-α também é 
capaz de induzir a sua própria liberação ou a liberação de outras 
citocinas, como a IL-1β (BRADLEY, 2008; CANTAERT et al., 
2010). O TNF-α pode se ligar a dois receptores: TNFR1 ou 
TNFR2 e, juntamente com complexos proteicos, tais como o fator 
2 associado ao receptor de TNF-α (TRAF2), promove a ativação 
do fator de transcrição nuclear-κB (NF-κB). Este fator de 
transcrição, por sua vez, pode ativar cascatas de sinalização que 
promovem diferentes respostas biológicas, tais como apoptose, 
sobrevivência, diferenciação, proliferação e/ou migração celular 
(BRADLEY, 2008; NAUDÉ et al., 2011; WAJANT; SCHEURICH, 
2011).  
Uma das principais funções biológicas do TNF-α é a 
defesa contra infecções bacterianas, virais e parasitárias. 
Entretanto, a concentração do TNF-α está elevada em doenças 
inflamatórias, tais como artrite reumatoide, esclerose múltipla, 
psoríase, doença intestinal inflamatória, peritonite, asma e 
DPOC, o que indica a participação desta citocina em processos 
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inflamatórios (DALDEGAN; TEIXEIRA; TALVANI, 2005; MOUSA; 
GONCHARUCK; MILLER, 2007; HUSSEIN et al., 2008; ABDEL-
HAMID et al., 2011; BADIU, et al., 2011; BOUGUEN; CHEVAUX; 
PEYRIN-BIROULET, 2011; MARTINS et al., 2011). 
 
1.3 FÁRMACOS ANTI-INFLAMATÓRIOS 
 
Os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs) são os 
medicamentos mais comumente utilizados no tratamento de 
doenças inflamatórias, uma vez que são eficazes contra os 
efeitos decorrentes da liberação de mediadores pró-inflamatórios, 
tais como citocinas, leucotrieno B4, prostaglandina E2, 
prostaglandina I2, espécies reativas de oxigênio, entre outros. Os 
AINEs exercem seu efeito anti-inflamatório via inibição da enzima 
ciclooxigenase (COX), impedindo, desta forma, a síntese de 
eicosanoides, tais como a prostaglandina E2 (PGE2) 
(SÜLEYMAN; DEMIRCAN; KARAGÖZ, 2007; RAO; KNAUS, 
2008). Neste estudo, utilizou-se a indometacina como fármaco 
anti-inflamatório de referência. A figura 2 ilustra a via do ácido 
araquidônico e o mecanismo de ação anti-inflamatória dos 
AINEs. 
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Figura 2 – Via do ácido araquidônico e mecanismo de ação dos 
anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os AINEs atuam inibindo a enzima ciclooxigenase (COX) que 
catalisa a síntese de prostaglandinas. PGG2 = prostaglandina G2, 
PGH2 = prostaglandina H2, PGI2 = prostaglandina I2 ou prostaciclina, 
PGD2 = prostaglandina D2, PGE2 = prostaglandina E2, PGF2α = 
prostaglandina F2 alfa, TXA2  = tromboxano A2.  
Seta contínua (              )  = conversão;  
seta interrompida ( ) = inibição.  
Fonte: Adaptado de DANNHARDT; KIEFER, 2001. 
 
Assim como os anti-inflamatórios não-esteroidais, os 
glicocorticoides também são fármacos utilizados como agentes 
anti-inflamatórios (FLAMMER; ROGATSKY, 2011). No presente 
estudo, utilizou-se a dexametasona como fármaco anti-
inflamatório de referência. O mecanismo de ação anti-
inflamatória dos glicocorticoides é classificado em genômico e 
não-genômico (BARNES, 2010; FLAMMER; ROGATSKY, 2011). 
O efeito genômico ocorre por meio da ligação do glicocorticoide a 
um receptor específico presente na membrana citoplasmática 
celular, seguida da translocação do complexo glicocorticoide-
receptor para o núcleo, onde o mesmo atua como um fator de 
transcrição, ligando-se a elementos responsivos aos 
glicocorticoides na região promotora de diversos genes alvos e, 
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desta forma, modula a expressão gênica de diversos mediadores 
por transrepressão ou transativação (BOLDIZSAR et al., 2010). 
Por meio da transrepressão gênica, o complexo receptor-
glicocorticoide impede a transcrição de genes alvo, tais como de 
citocinas pró-inflamatórias (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-13, 
IL-15, TNF-α), de enzimas pró-inflamatórias (iNOS, COX-2 e 
fosfolipase A2), de fatores de crescimento, de moléculas de 
adesão (ICAM-1 e VCAM-1), além de inibir a expressão gênica 
do óxido nítrico, de prostanoides, autacoides, entre outros 
(PERRETTI; D’ACQUISTO, 2009; BARNES et al., 2010).  
Por outro lado, a transativação gênica promove a 
transcrição de genes de citocinas anti-inflamatórias, tais como da 
IL-10 e da IL-12, do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra), da 
anexina 1, do IκB-α, que é um inibidor do NF-κB, além de 
aumentar também a expressão gênica da proteína quinase 
fosfatase-1 ativada por mitógenos (MKP-1), a qual inibe a via das  
proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) (PERRETTI; 
D’ACQUISTO, 2009; BARNES, 2010). Além disso, os 
glicocorticoides promovem também os efeitos não-genômicos, os 
quais podem ser classificados em 4 mecanismos: 1) sinalização 
por meio de um receptor de membrana citoplasmática, 2) efeito 
direto na membrana citoplasmática, 3) interação do receptor de 
glicocorticoide com outras proteínas sinalizadoras no citoplasma 
celular, tais como as proteínas quinases Lck, Fyn e Zap-70, e 4) 
translocação do receptor de glicocorticoide para a mitocôndria 
(BOLDIZSAR et al., 2010). O mecanismo de ação anti-
inflamatória dos glicocorticoides está descrito resumidamente na 
figura 3. 
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Figura 3 – Vias de sinalização genômica e não-genômica dos 
glicocorticoides em células T.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) via genômica clássica, demonstrando a transativação gênica da anexina 
1, a qual inibe a enzima fosfolipase A2, inibindo a via do ácido araquidônico, 
e a transrepressão gênica de mediadores pró-inflamatórios; 2) efeitos 
diretos na membrana; 3) sinalização por meio de um receptor de membrana 
(mGR); 4) interação do GR com proteínas sinalizadoras citoplasmáticas; 5) 
via mitocondrial. GC = glicocorticoide, GR = receptores de glicocorticoides, 
GRE = elementos responsivos aos glicocorticoides, TcR = receptor de 
células T.   
Seta contínua   (                  ) = vias de sinalização genômica;  
setas tracejadas (  )  = vias de sinalização não-genômica;  
seta interrompida (              ) = inibição.  
Fonte: Adaptado de BOLDIZSAR et al., 2010. 
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1.4 MODELOS DE INFLAMAÇÃO 
 
 Diferentes modelos para a avaliação do efeito anti-
inflamatório de fármacos e/ou plantas já foram descritos. Entre 
eles destacam-se a pleurisia, a bolsa de ar, o edema de pata, a 
artrite e o implante de esponjas embebidas em agentes irritantes 
(SEDGWICK; LEES, 1986). 
Diversas doenças de caráter inflamatório induzem à 
formação de edema, à infiltração de leucócitos e à liberação de 
vários mediadores pró-inflamatórios. Dentre as doenças das vias 
aéreas que envolvem resposta inflamatória, destaca-se a asma 
brônquica, que, em relação à celularidade, pode ser do tipo 
eosinofílica ou neutrofílica. 
Alguns animais, tais como cobaia, camundongos e ratos 
são utilizados em modelos experimentais de asma. Esses 
modelos permitem avaliar as alterações morfológicas, 
imunológicas e fisiológicas das vias respiratórias que podem 
mimetizar alguns eventos que ocorrem na asma humana 
(LEWKOWICH; WILLS-KARP, 2008). 
Dentre os modelos experimentais para indução de 
inflamação pulmonar, pode-se destacar o modelo de inflamação 
eosinofílica. Como exemplo, Fukunaga e colaboradores (2007) 
utilizaram camundongos BALB/C ou C57BL/6, que foram 
sensibilizados com ovalbumina (OVA) e o adjuvante hidróxido de 
alumínio, uma vez que as vias aéreas dos camundongos 
sensibilizados com este agente flogístico apresentam resposta 
alérgica imediata e tardia, similar à asma alérgica que ocorre em 
humanos. Nesse modelo experimental, o lavado bronco-alveolar 
foi coletado um ou dois dias após o desafio, permitindo a 
avaliação de parâmetros inflamatórios, tais como eosinófilos e 
macrófagos, além da dosagem de imunoglobulina E (IgE) no soro 
do animal. Desta forma, esse modelo experimental com OVA 
pode ser utilizado para mimetizar os efeitos que ocorrem na 
asma humana eosinofílica (FUKUNAGA et al., 2007).  
Outro modelo experimental de inflamação pulmonar utiliza 
a inoculação de vírus sincicial respiratório (VSR), uma vez que 
infecções virais do trato respiratório são comuns, e podem 
deflagrar a asma ou exacerbar os sintomas desta doença 
(DULEK; PEEBLES, 2011). Nesse sentido, Tourdot e 
colaboradores (2008) expuseram camundongos ao VSR, 
administrado por via intranasal, e avaliaram parâmetros 
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imunológicos sistêmicos e locais, tais como o estudo do 
remodelamento das vias aéreas, a liberação de diversos 
mediadores inflamatórios e a celularidade. A desvantagem desse 
modelo é que o uso de vírus necessita de maiores investimentos 
laboratoriais, considerando que o cultivo e os métodos de 
infecção, em geral, são mais complexos (TOURDOT et al., 
2008). 
Existem ainda modelos de inflamação pulmonar 
combinados, nos quais os camundongos são expostos a 
alérgenos (OVA) e a vírus (VSR), permitindo a avaliação da 
resposta inflamatória local e sistêmica (CHI et al., 2011). Este 
tipo de modelo é importante, pois estudos demonstraram que 
pacientes com asma alérgica, quando expostos a infecções 
virais, apresentam episódios de hiperresponsividade das vias 
aéreas e exacerbação da doença (KLOEPFER; GERN, 2010). 
Além disso, existem modelos experimentais em 
camundongos que mimetizam a asma neutrofílica. Nesta 
condição, a resposta inflamatória pulmonar apresenta predomínio 
do influxo de neutrófilos (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). 
Dentre os modelos utilizados, destacam-se a indução de infecção 
pulmonar com Pseudomonas aeruginosa e o uso de 
lipopolissacarídeos (LPS) para estimular a resposta imune inata 
(HOFFMANN et al., 2005; DONG et al., 2009). Outro modelo que 
também mimetiza a asma neutrofílica é o da pleurisia induzida 
pela carragenina (Cg) em camundongos.  
A Cg é uma mistura de polissacarídeos derivados 
principalmente das algas Chondrus crispus, cujo nome popular é 
musgo-irlandês (BRITO, 1989). Essa substância é o irritante mais 
utilizado para a indução de inflamação em estudos experimentais 
(BRITO, 1989). No modelo de inflamação induzida pela 
carragenina em camundongos, observa-se uma resposta 
inflamatória do tipo bifásica, sendo que na primeira fase (4 h) 
desta resposta ocorre a formação de exsudato e o aumento da 
infiltração de leucócitos, principalmente neutrófilos, na cavidade 
pleural dos camundongos. Na segunda fase (48 h), observa-se 
também aumento da exsudação, bem como de leucócitos do tipo 
mononucleares (SALEH, CALIXTO, MEDEIROS, 1996). De 
acordo com Tsuji e colaboradores (2003), a carragenina promove 
sua ação pró-inflamatória por ativar receptores celulares do tipo 
toll-like 4 (TLR4) em macrófagos e linfócitos. 
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O modelo da pleurisia induzida pela carragenina em 
camundongos mimetiza a asma neutrofílica que ocorre em 
humanos, uma vez que neste modelo experimental evidencia-se 
uma resposta do tipo bifásica que também ocorre na asma 
humana. Além disso, a expressão gênica de receptores TLR2, 
TLR4, CD14 e proteína surfactante A (SP-A), encontra-se 
aumentada em pacientes com asma (REYNOLDS et al., 2007). 
Neste trabalho, optou-se pelo modelo experimental da 
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos, utilizando-
se apenas a primeira fase da resposta inflamatória que corre 4 h 
após a indução da inflamação na cavidade pleural pelo agente 
flogístico carragenina, uma vez que foi avaliada grande 
quantidade de frações, subfrações e compostos isolados ou 
modificados quimicamente. A planta alvo deste estudo foi a 
Esenbeckia leiocarpa Engl., pois, além de ser uma planta nativa 
do Brasil, é rica em alcaloides, e várias destas substâncias são 
reconhecidas por possuírem efeito anti-inflamatório. Ainda, 
realizamos um estudo de relação estrutura-atividade entre o 
composto majoritário isolado da Esenbeckia leiocarpa Engl. e 
cinco análogos, sendo importante este tipo de estudo para 
avaliar um possível grupo farmacofórico na estrutura do 
composto, além da obtenção de novas substâncias 
estruturalmente semelhantes, porém, que possam desempenhar 
efeitos biológicos, potência ou efeitos adversos diferentes. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
  
Estudar o efeito anti-inflamatório do extrato bruto 
hidroalcoólico, frações, subfrações e compostos isolados das 
cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl., administrados 
sistemicamente, utilizando-se o modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina em camundongos. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a) Avaliar o efeito anti-inflamatório do extrato bruto, 
frações, subfrações e composto isolado sobre a 
migração dos leucócitos (polimorfonucleares e 
mononucleares) e a exsudação; 
b) Investigar o efeito do extrato bruto, frações, subfrações 
e composto isolado sobre a atividade das enzimas 
mieloperoxidase (MPO) e adenosina-deaminase (ADA); 
c) Investigar o efeito do extrato bruto, frações, subfrações e 
composto isolado sobre as concentrações de 
nitrito/nitrato (NOx), fator de necrose tumoral alfa (TNF-
) e interleucina-1 beta (IL-1); 
d) Avaliar a toxicidade do extrato bruto hidroalcoólico da E. 
leiocarpa por meio da análise da curva de sobrevida; 
e) Estabelecer relação estrutura-atividade entre o 
composto majoritário isolado da Esenbeckia leiocarpa 
Engl. e compostos análogos, modificados 
quimicamente, por meio do estudo da inibição do influxo 
de leucócitos e da exsudação. 
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3 METODOLOGIA 
 
 
3.1 MATERIAL VEGETAL 
 
3.1.1 Coleta do material vegetal  
 
 As cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. foram coletadas 
pela Dra. Danielle Fontana Pereira no município de Arenápolis, 
Estado do Mato Grosso. A identificação da espécie foi realizada 
pela bióloga Dra. Celice Alexandre da Universidade Estadual do 
Mato Grosso (UNEMAT – Campus Tangará da Serra/MT). A 
exsicata foi depositada no Herbário da Universidade Federal do 
Mato Grosso (UFMT - Cuiabá/MT) sob o número de registro 
38639. 
 
3.1.2 Obtenção do extrato, frações, subfrações e compostos 
isolados 
 
As análises fitoquímicas foram realizadas pelo Dr. Heros 
Horst, no Laboratório de Química de Produtos Naturais (LQPN) 
da UFSC, sob a orientação do professor Dr. Moacir Geraldo 
Pizzolatti. 
As cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. foram secas em 
temperatura ambiente (25 °C) e sob proteção da luz durante uma 
semana. Após a secagem, 5400 g foram triturados em partículas 
de 1,5 mm utilizando-se um moinho de facas (Mill TE-651, 
Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil). O material vegetal moído foi 
extraído com 8 L de etanol a 96% (droga vegetal:etanol 1:8, m/v) 
em temperatura ambiente. Após dez dias, o extrato obtido foi 
filtrado em papel Whatman n⁰ 1 e o etanol foi removido em 
Rotavapor (Fisatom-802, São Paulo, SP, Brasil) a 55 ⁰C, sob 
pressão reduzida (460 mmHg) (Vaccum Q-355A2, Quimis, 
Diadema, SP, Brasil). Esse procedimento de extração foi repetido 
três vezes durante um mês para obter-se o rendimento máximo 
do extrato bruto hidroalcoólico (EBH), que foi de 290 g. Uma 
amostra de 100 g do EBH foi fracionada por extração líquido-
líquido com solventes de polaridade crescente, resultando na 
obtenção das seguintes frações: n-hexano (Hex) (9,9 g), acetato 
de etila (AcOEt) (22 g) e aquosa (Aq) (68 g).  
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Na sequência, realizou-se uma análise preliminar do EBH 
utilizando-se cromatografia em camada delgada (CCD). Este 
extrato foi submetido a CCD em placas de sílica gel 60 F254 
(Macherey-Nagel, Düren, Alemanha) com solvente acetona-
hexano-hidróxido de amônio (30:65:5). As bandas originadas na 
CCD foram pulverizadas com o reagente de Dragendorff, 
resultando na cor laranja que indicou a presença de alcaloides. 
Após esta confirmação preliminar, parte do EBH foi submetida à 
extração ácido-base para produzir uma fração rica em alcaloides 
(Alc) (2,5 g) e uma fração aquosa residual (AqR) (16,7 g). Logo, 
a fração Alc foi extraída com éter etílico para originar duas 
subfrações alcaloídicas com diferentes polaridades: uma 
insolúvel em éter, alcaloídica polar (AlcP) (0,72 g), e a outra 
solúvel em éter, alcaloídica apolar (AlcAp) (0,28 g). Além disso, a 
subfração AlcAp (1 g) foi submetida a uma coluna cromatográfica 
de sílica gel 60 CC, com tamanho das partículas entre 0,063 e 
0,2 mm (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil), para isolar o 
composto majoritário. O produto derivado dos procedimentos de 
extração das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. está ilustrado 
na figura 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
49 
 
 
Figura 4 – Diagrama da sequência de obtenção do extrato bruto 
hidroalcoólico, frações, subfrações e composto isolado das cascas 
da Esenbeckia leiocarpa Engl.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AcOEt = fração acetato de etila, Alc = fração alcaloídica, AlcAp = subfração 
alcaloídica apolar, AlcP = subfração alcaloídica polar, Aq = fração aquosa, AqR 
= fração aquosa residual, DHC = dihidrocorinanteol, EBH = extrato bruto 
hidroalcoólico, Hex = fração n-hexano. 
 
3.1.3 Eletroforese capilar do extrato bruto, frações e 
subfrações da Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
Os experimentos envolvendo a separação dos compostos 
presentes no EBH, frações e subfrações foram realizados em 
sistema de eletroforese capilar (HP
3D
CE, Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA, EUA) pela doutoranda Melina Heller, sob 
orientação do professor Dr. Gustavo Micke. Este sistema é 
equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD) (215 nm), 
temperatura de 25 ºC, e aquisição e tratamento dos dados em 
software (HP ChemStation, B.04.02). As amostras do EBH, 
frações (Hex, AcOEt, Aq, e Alc) e subfrações (Alc polar e Alc 
apolar) foram injetadas de maneira hidrodinâmica com pressão 
de 50 mBar durante 3 s, e o sistema eletroforético foi operado em 
polaridade normal com tensão constante de 30 kV desde a 
injeção. Em todos os experimentos, foi utilizado um capilar de 
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sílica fundida de 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 
m ID x 375 m OD (Polymicro, Phoenix, AZ, EUA). Além disso, 
a benzilamina foi utilizada como padrão interno, e os resultados 
foram expressos em porcentagem, considerando-se a massa 
total do composto majoritário em relação à massa do EBH, 
frações e subfrações (% m/m). 
 
3.1.4 Elucidação estrutural do composto majoritário isolado 
da Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
O isolamento e a elucidação da estrutura química do 
composto majoritário foram determinados na subfração Alc 
apolar, pois esta subfração apresentou maior concentração do 
composto do que as demais frações ou subfrações. A elucidação 
estrutural baseou-se nas características físicas e em dados 
espectrais obtidos por análise de infravermelho (IR) (Perkin 
Elmer FTIR 16 PC, Beaconsfield, Bucks, Inglaterra) e 
ressonância magnética nuclear (
1
H e 
13
C RMN) realizada no 
espectrômetro Varian AS-400 (Palo Alto, CA, EUA) utilizando-se 
as frequências de 400 e de 100 MHz, respectivamente. Medidas 
de rotação óptica foram realizadas no polarímetro Schmidt-
Haensch E Polartronic (Berlim, Alemanha). Finalmente, a 
estrutura do composto isolado foi confirmada por comparação 
com dados da literatura (TAVEIRA et al., 1992).  
A espectrometria de massas com ionização por 
electrospray (ESI-MS) [M+H]
+
 também foi utilizada como 
metodologia auxiliar na elucidação da estrutura do composto 
majoritário presente no EBH, frações e subfrações isolado das 
cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. O espectrômetro de 
massas QTRAP 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, 
ON, Canadá) é um sistema híbrido Triplo Quadrupolo/ion trap 
linear, acoplado a uma bomba de infusão Harvard Plus 11 
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). A espectrometria de 
massas foi ajustada no modo negativo e positivo pela infusão da 
solução de polipropilenoglicol (PPG). Os experimentos foram 
realizados utilizando-se uma fonte de electrospray 
TurboIonSpray
TM
 no modo íon positivo. A agulha capilar foi 
mantida em 5500 V, e o potencial de desagregação (DP) foi 
criado em 56 V. Ar sintético foi utilizado como gás nebulizante 
(GS1) a uma pressão de 15 psi e o nitrogênio (10 psi) foi utilizado 
como Cortina de Gás
TM 
na interface com a finalidade de 
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transformar a amostra para o estado gasoso. Uma alíquota do 
composto isolado foi diluída a 5,0 mg/mL em metanol/água 
(50/50 v/v) e foi injetada no espectrômetro de massas na 
velocidade de 10 mL/min. 
 
3.1.5 Modificações estruturais do composto majoritário 
isolado da Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
O alcaloide DHC foi submetido a modificações estruturais 
por meio de reações de substituição nucleofílica de acilação, 
realizadas pelo doutorando Leandro Espíndola, sob orientação 
do professor Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti (LQPN-UFSC). Para 
tal, o composto DHC (1 equivalente) foi dissolvido em piridina 
(Py) e tratado com cloreto de acila, cloreto de p-metilbenzoil, 
cloreto de benzoil, cloreto de p-metoxibenzoil e cloreto de p-
clorobenzoil (p-Cl-benzoil) (1,2 equivalente) sob temperatura de 
90 ºC (Figura 5). O sistema reacional foi monitorado por CCD até 
que todo substrato fosse consumido. O produto da reação de 
síntese foi confirmado por análises de RMN de 
1
H. 
As modificações estruturais do composto foram 
parcialmente realizadas de acordo com a Árvore de Decisão de 
Topliss. Este diagrama consiste em um método para a obtenção 
de análogos, o qual se baseia em algumas características físico-
químicas do composto, tais como hidrofobicidade e efeitos 
eletrônicos (TOPLISS, 1972). 
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Figura 5 – Reação química demonstrando as modificações 
estruturais do dihidrocorinanteol (DHC) e seus produtos.  
 
 
 
 
 
1- Acetil = acetildihidrocorinanteol,  
2- p-metil = p-metilbenzoildihidrocorinanteol, 3- Benzoil = 
benzoildihidrocorinanteol, 4- p-metoxi =  
p-metoxibenzoildihidrocorinanteol e 5- p-cloro =  
p-clorobenzoildihidrocorinanteol. Py = piridina, ∆ = 90 ºC. 
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3.2 ANIMAIS 
 
 Nos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos 
albinos Swiss, 1 mês de idade, fêmeas, pesando entre 18 e 25 g, 
fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. 
Os animais foram acomodados em gaiolas plásticas com 
serragem, sob temperatura ambiente e luz natural, e os mesmos 
receberam alimentação e água ad libitum. Este estudo foi 
aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA – 
protocolo número PP00343/CEUA/2009) da Universidade 
Federal de Santa Catarina (UFSC). 
 
3.2.1 Procedimento anestésico 
 
A anestesia foi induzida com pentobarbital (60 mg/kg), 
administrado por via intraperitoneal, a fim de possibilitar a 
administração do corante azul de Evans (25 mg/kg) administrado 
por via intravenosa (i.v.). 
 
3.2.2 Eutanásia dos animais 
 
Os animais foram submetidos à morte indolor assistida 
com overdose de pentobarbital (180 mg/kg). 
 
3.3 PLEURISIA INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM 
CAMUNDONGOS 
 
A técnica da pleurisia foi realizada de acordo com os 
procedimentos descritos por Saleh, Calixto e Medeiros (1996). 
No dia do experimento, os animais receberam 0,1 mL de 
solução salina estéril (NaCl 0,95%) ou do agente flogístico 
carragenina (Cg, 1%), administrados na cavidade pleural direita 
através do espaço intercostal utilizando-se uma agulha 13 x 5 
mm, adaptada a uma cânula de poliestireno. De acordo com 
cada protocolo experimental, os animais foram submetidos à 
morte indolor assistida com overdose de pentobarbital 4 h após a 
administração da carragenina. A seguir, os mesmos foram 
fixados em mesa cirúrgica, em declive de 30º a 45º, e realizou-se 
uma incisão transversal na pele e nos músculos abdominais. 
Logo, o apêndice xifoide foi pinçado e a cavidade pleural foi 
exposta através de duas incisões paralelas ao longo do esterno. 
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Imediatamente, a cavidade pleural foi lavada com duas alíquotas 
de 0,5 mL (totalizando 1 mL) de solução salina tamponada [pH 
7,6, NaCl (130 mM), Na2HPO4 (5 mM), KH2PO4 (1 mM) e 
heparina (20 UI/mL)]. Alíquotas do lavado da cavidade pleural 
foram coletadas com auxílio de pipeta automática para a 
quantificação dos números total e diferencial de células. 
Conforme o protocolo experimental, 10 minutos antes da 
administração do EBH, frações, subfrações ou composto isolado, 
alguns grupos de animais receberam a injeção com a solução 
azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal, i.v.) que permite a 
determinação indireta da concentração da exsudação no lavado 
da cavidade pleural (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). 
Para análise da atividade das enzimas mieloperoxidase 
(MPO) e adenosina-deaminase (ADA), bem como da 
concentração das citocinas: interleucina 1-beta (IL-1β) e fator de 
necrose tumoral-alfa (TNF-α), e do nitrito/nitrato (NOx), os 
animais não receberam a injeção com azul de Evans, uma vez 
que este corante pode interferir nas dosagens colorimétricas 
empregadas para a quantificação desses parâmetros.  
A indometacina (5 mg/kg) e a dexametasona (0,5 mg/kg) 
foram utilizadas como fármacos de referência de ação anti-
inflamatória, e foram administradas por via intraperitoneal (i.p.) 
0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina.  
Para o estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos 
de animais foram tratados previamente à indução da inflamação 
com diferentes doses de EBH (10 - 100 mg/kg), fração Hex (10 - 
50 mg/kg) fração AcOEt (10 - 50 mg/kg), fração Aq (2 - 10 
mg/kg), fração Alc (1 - 10 mg/kg), subfração Alc Polar (0,5 - 5 
mg/kg), subfração Alc Apolar (0,1 - 2 mg/kg) ou composto DHC 
(0,1 - 0,5 mg/kg) administrados por via intraperitoneal 0,5 h antes 
da administração da carragenina. Após 4 h, os animais foram 
submetidos à morte indolor assistida e a migração celular e a 
exsudação foram analisadas. Em relação aos solventes 
utilizados, a fração Aq foi solubilizada em NaCl (0,95%), 
enquanto que o EBH, outras frações, subfrações e compostos 
foram solubilizados em uma mistura de 10% de dimetilsulfóxido 
(DMSO) em NaCl (0,95%). 
No estudo do perfil temporal, diferentes grupos de animais 
receberam a injeção de uma única dose do EBH, ou seja, a 
melhor dose (menor dose capaz de inibir o influxo de leucócitos 
e/ou exsudação) em diferentes períodos de tempo de tratamento 
55 
 
 
prévio à carragenina (0,5, 1 ou 2 h). A migração celular e a 
concentração da exsudação foram avaliadas também 4 h após a 
administração da carragenina. A partir do estudo da curva tempo-
resposta, os resultados obtidos para o EBH foram aplicados para 
as frações, subfrações e composto isolado.  
De acordo com os resultados obtidos nos estudos das 
curvas dose-resposta e tempo-resposta, foram utilizadas as 
doses de EBH (25 mg/kg), fração Hex (50 mg/kg), fração AcOEt 
(50 mg/kg), fração Aq (5 mg/kg), fração Alc (10 mg/kg), das 
subfrações AlcP (1 mg/kg) e AlcAp (0,5 mg/kg) ou do composto 
DHC (0,25 mg/kg), administrados 0,5 h antes da indução da 
inflamação pela Cg, para a análise do material vegetal sobre a 
atividade das enzimas MPO e ADA, e sobre as concentrações de 
NOx, IL-1β e TNF-α. 
A Tabela 1 indica os valores das doses dos fármacos  
dexametasona e indometacina, bem como das melhores doses 
do DHC e seus compostos análogos: DHC-acetil, DHC-p-metil, 
DHC-benzoil, DHC-p-metoxi e DHC-p-cloro utilizadas neste 
estudo, em miligrama por quilograma (mg/kg)  e em micromolar 
(µM). 
 
Tabela 1 – Relação entre a concentração de fármacos e compostos 
em miligrama por quilograma (mg/kg) e micromolar (µM) 
Fármaco/composto Dose(s) (mg/kg) Dose(s) (µM) 
Dexametasona 0,5 0,32 
Indometacina 5,0 3,5 
DHC 0,25 0,21 
DHC-acetil 0,25 0,19 
DHC-p-metil 0,25 0,15 
DHC-benzoil 0,25 0,16 
DHC-p-metoxi 0,25 0,15 
DHC-p-cloro 1,0 0,15 
DHC = dihidrocorinanteol 
 
 
 
 
 
56 
 
3.4 TÉCNICAS UTILIZADAS 
 
3.4.1 Contagem total e diferencial dos leucócitos  
 
Alíquotas do lavado da cavidade pleural (200 μL) foram 
reservadas para a contagem celular total, utilizando-se líquido de 
Türk (1:20) e câmara de Neübauer com auxílio de microscópio 
ótico comum (aumento de 400 vezes). Os esfregaços celulares 
foram realizados para a contagem diferencial dos leucócitos. 
Após o preparo dos esfregaços em citocentrífuga (Wescor-
Cytopro, Logan, Utah, EUA), os mesmos foram corados pelo 
método de May-Grünwald-Giemsa. A contagem celular 
diferencial (polimorfonucleares e mononucleares) foi realizada 
também em microscópio ótico comum, com auxílio de objetiva de 
imersão (aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por 
lâmina. Os resultados foram expressos em número total de 
células (x 10
6
). 
 
3.4.1.1 Coloração dos esfregaços celulares 
 
A metodologia consiste na coloração sucessiva com uma 
mistura de eosinato de azul-de-metileno (May-Grünwald) e de 
azul-eosina (Giemsa). As lâminas contendo o sedimento dos 
lavados da cavidade pleural foram centrifugadas em 
citocentrífuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, EUA) e secas em 
posição horizontal à temperatura ambiente. Em suporte de 
coloração apropriado, as lâminas foram cobertas com 1 mL de 
corante May-Grünwald e mantidas em contato com o sedimento 
por 2 min. A seguir, adicionou-se água deionizada (1 mL) sobre 
as lâminas com auxílio de pipeta automática com capacidade de 
1 mL. Após 3 min, o corante foi removido e as lâminas foram 
cobertas com corante Giemsa (diluído 1:20 em água deionizada) 
por 15 min. Por fim, as lâminas foram lavadas com água 
deionizada e secas à temperatura ambiente. Os resultados foram 
expressos em número total de células (x 10
6
). 
 
3.4.2 Determinação da exsudação 
 
Uma alíquota (200 μL) do lavado da cavidade pleural foi 
reservada para a determinação da concentração de azul de 
Evans. Este parâmetro, avaliado no lavado pleural, foi 
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mensurado por meio da densidade ótica em leitora de 
microplacas de enzimaimunoensaio (ELISA) (Organon Teknica, 
Roseland, New Jersey, EUA), em comprimento de onda de 620 
nm, de acordo com a metodologia descrita por Saleh, Calixto e 
Medeiros (1996). Para a quantificação das concentrações de azul 
de Evans, curvas padrão com concentrações previamente 
conhecidas do corante (0,1 - 25 μg/mL) tiveram suas densidades 
óticas determinadas em 620 nm, permitindo a quantificação dos 
valores desconhecidos. Os valores das concentrações de azul de 
Evans foram expressos em µg/mL, com o auxílio da equação da 
reta. 
 
3.4.3 Determinação da atividade da mieloperoxidase 
 
 A determinação da MPO foi realizada imediatamente após 
a coleta do lavado da cavidade pleural. Alíquotas de 20 μL do 
lavado ou do padrão [MPO de neutrófilos humanos (0,7 - 140 
mU/mL)] foram transferidos para microplacas de ELISA e a 
reação enzimática foi iniciada com a adição de 180 μL de 
solução (0,167 mg/mL de orto-dianisidina 2HCl e 0,0005% de 
H2O2). Após 15 minutos de incubação, a temperatura ambiente, a 
reação foi interrompida com a adição de 30 μL de azida sódica 
(1%) (RAO et al., 1993). Em seguida, as microplacas contendo 
as amostras foram lidas em leitora de microplacas de ELISA 
(Organon Teknica, Roseland, New Jersey, EUA) em 450 nm. 
Curvas-padrão com atividades conhecidas da MPO (0,7 - 140 
mU/mL) também tiveram suas densidades óticas determinadas, 
permitindo a quantificação dos valores desconhecidos. Os 
valores da atividade da MPO foram expressos em mU/mL, com o 
auxílio da equação da reta. 
 
3.4.4 Determinação da atividade da adenosina-deaminase 
 
Inicialmente, amostras padrões com concentrações 
conhecidas (volume final 2500 μL) de NaH2PO4.H2O (35 mM), 
Na2HPO4.12H2O (15 mM) e NH3SO4 (15 mM) foram preparadas 
para se obter uma curva-padrão (10 - 50 U/L). As amostras do 
lavado da cavidade pleural (20 μL) foram transferidas para 
cubetas, iniciando-se a reação enzimática com a adição da 
solução de tampão fosfato [pH 6,5, 500 μL, composição: 
NaH2PO4.H2O (35 mM), Na2HPO4.12H2O (15 mM) e adenosina 
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(0,5 mM)]. A reação foi bloqueada após 1 h de incubação a 37 ºC 
pela adição da solução de fenol (1 mM) (1000 μL), nitroprussiato 
de sódio (0,17 mM) e tampão fosfato (1000 μL: NaOCl: 11 mM) 
(GIUSTI; GALANTI, 1984). Esta solução também foi adicionada 
às cubetas contendo concentrações diferentes das amostras 
padrão (volume final 2500 μL). As absorbâncias das amostras 
foram lidas em leitora de microplacas de ELISA (Organon 
Teknica, Roseland, New Jersey, EUA) em 620 nm. Os valores da 
atividade da adenosina-deaminase (ADA) foram expressos em 
U/L, com auxílio da equação da reta. 
 
3.4.5 Análise quantitativa do nitrito/nitrato 
 
 A concentração do óxido nítrico (NO) foi determinada pela 
formação de seus metabólitos nitrito (NO2
-
) e nitrato(NO3
-
), por 
meio da reação de Griess (GREEN et al., 1982). Para isto, 
alíquotas de 300 μL de cada amostra do lavado da cavidade 
pleural foram submetidas à desproteinização. Para cada 
amostra, foram adicionados 20 μL de solução de sulfato de zinco 
(20%) e estas foram incubadas em banho de gelo por 60 
minutos. As amostras foram centrifugadas (2.500 rpm por 15 
minutos) obtendo-se, desta forma, um sobrenadante límpido. A 
seguir, 100 μL do sobrenadante foram transferidos para uma 
cubeta e diluídos em solução contendo 200 μL de cloreto de 
vanádio (0,8%) (p/v) e ácido clorídrico (HCl) (3%) (p/v). Nesta 
mesma cubeta, foram adicionados 300 μL de solução de Griess 
[sulfanilamida 1% (p/v), ácido fosfórico 5% (v/v) e N-(1-naftil) 
etilenodiamina 0,1% (p/v)] e a mesma foi incubada por 40 
minutos, a 37 ºC (MIRANDA; ESPEY; WINK, 2001). A reação de 
NO2
-
 com esse reagente produz uma coloração rósea, que foi 
quantificada por meio da leitura das densidades óticas em leitora 
de microplacas de ELISA (Organon Teknica, Roseland, New 
Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrão com concentrações 
previamente conhecidas de NO2
-
 (0 - 150 μM) também tiveram 
suas densidades óticas determinadas, permitindo a quantificação 
dos valores de nitrito/nitrato no lavado da cavidade pleural, em 
μM, com auxílio da equação da reta. 
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3.4.6 Determinação das concentrações de IL-1β e TNF-α 
 
Para estas determinações, amostras do lavado da 
cavidade pleural foram coletadas e processadas imediatamente, 
utilizando-se a técnica de ELISA tipo sanduíche (Immuno 
Biological Laboratories Co. Ltd. Japan). Neste protocolo, foram 
utilizados anticorpos monoclonais. Padrões com concentrações 
conhecidas foram também realizados de acordo com as 
instruções dos fabricantes . 
As sensibilidades identificadas foram: IL-1β = 5,0 pg/mL e 
TNF-α = 1,67 pg/mL. Os coeficientes de variação (CV) 
intraensaios para IL-1β e TNF-α foram de 6,2 ± 0,4% e de 7,8 ± 
0,9%, respectivamente. Enquanto os CV interensaios para IL-1β 
e TNF-α foram de 5,1 ± 0,6% e 9,6 ± 2,1%, respectivamente. As 
densidades óticas de curvas-padrão com concentrações 
conhecidas de IL-1β e TNF-α também foram determinadas, 
permitindo-se a quantificação dos valores desconhecidos com o 
auxílio da equação da reta. As leituras das citocinas IL-1β e TNF-
α e suas respectivas curvas-padrão foram realizadas em leitora 
de microplacas de ELISA (Organon Teknica, Roseland, New 
Jersey, EUA) em 450 nm. Os valores foram expressos em 
pg/mL. 
 
3.5 ESTUDO DA TOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO 
HIDROALCOÓLICO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
 O estudo de toxicidade foi realizado por meio da análise da 
curva de sobrevida. Neste estudo, grupos de animais foram 
tratados com diferentes doses do EBH (grupo 1, N = 10, dose = 
250 mg/kg, i.p.; grupo 2, N = 10, dose = 500 mg/kg, i.p.; grupo 3, 
N = 10, dose = 1000 mg/kg, i.p.) e o número de óbitos foi 
observado diariamente, durante dez dias. Para a avaliação desse 
estudo, utilizou-se a análise de Kaplan Meier. 
 
3.6 FÁRMACOS E REAGENTES 
 
Neste estudo, foram utilizados os seguintes reagentes e 
fármacos: dexametasona (Prodome Química e Farmacêutica 
Ltda., Campinas, SP, Brasil), carragenina-λ (grau IV), hidróxido 
de sódio (NaOH), mieloperoxidase de neutrófilos humanos, 
indometacina, o-dianisidina 2HCl (3,3’dimetoxibenzidina), azida 
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sódica, cloreto de vanádio (III) (VCl3), sulfanilamida (C6H8N2O2S) 
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), peróxido de 
hidrogênio (H2O2 30 %) (Biotech, São Paulo, SP, Brasil), 
adenosina (C10H13N5O4) (Fluka, Ronkonkoma, Nova York, EUA), 
heparina (Liquemine®, Roche, São Paulo, SP, Brasil), fosfato de 
sódio (NaH2PO4.H2O), sulfato de zinco (ZnSO4) (Vetec, Duque 
de Caxias, RJ, Brasil), fenol (C6H5OH), fosfato de hidrogênio 
dissódico dodecahidratado (Na2HPO4.12H2O) (Reagen, Rio de 
Janeiro, RJ, Brasil), nitroprussiato (C5FeN5Na2O.2H2O) (Nuclear, 
São Paulo, SP, Brasil), sulfato de amônio (NH3SO4) (Labsynth, 
São Paulo, SP, Brasil), HCl, metanol PA, etanol PA, clorofórmio 
PA, acetato de etila PA, hexano PA, acetona PA, piridina PA 
(Synth, Diadema, SP, Brasil), líquido de Türk, May-Grünwald 
(Newprov, Pinhais, PR, Brasil), Giemsa (Laborclin, Pinhais, PR, 
Brasil), Azul de Evans (C34H24N6O14S4Na4) (Acros-Organics, 
Geel, Antwerp, Bélgica); Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-
etilenodiamina (C12H16Cl2N2) (Merck, Frankfurter, Darmstadt, 
Alemanha). Neste protocolo foram utilizados ainda, anticorpos 
específicos e padrões com concentrações conhecidas de 
citocinas de acordo com as instruções dos fabricantes, TNF-α 
(Cat. № 559732), IL-1β (Immuno Biological Laboratories Co. Ltd. 
Japan - Cat. № 27193). Reagentes em grau de pureza analítica 
(PA): álcool de cereal (Quimidrol, Joinvile, SC, Brasil); hidróxido 
de amônio, anidrido acético, cloreto de acila, cloreto de p-
metilbenzoil, cloreto de benzoil, cloreto de p-metoxibenzoil e 
cloreto de p-clorobenzoil (Nuclear, Diadema, SP, Brasil). Outros 
sais e reagentes, de grau de pureza analítica, foram obtidos de 
diferentes fontes comerciais. 
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Os resultados dos parâmetros inflamatórios estudados 
(migração celular, exsudação, MPO, ADA, NOx, TNF-α e IL-1β) 
foram expressos utilizando-se a média ± erro padrão (e.p.m.) e 
valores percentuais. O programa estatístico GraphPad Prism
®
 
versão 3.00 (San Diego, Califórnia, EUA) foi utilizado para essas 
análises. As diferenças estatísticas dos parâmetros analisados 
entre os grupos controle e animais tratados com o EBH, frações, 
subfrações e compostos isolados foram realizadas por meio do 
teste paramétrico de Análise de Variância (ANOVA) bicaudal, 
seguido, quando necessário, do teste post hoc de Newman-Keuls 
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ou do teste t de Student. Além disso, no estudo da curva de 
sobrevida, utilizou-se a análise de Kaplan Meier. Para todas as 
análises estatísticas, valores de P menores que 0,05 foram 
considerados significativos. 
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4 RESULTADOS 
 
 
4.1 ANÁLISE FITOQUÍMICA 
 
4.1.1 Eletroforese capilar do EBH, frações e subfrações da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
As figuras 6 a 8 descrevem os eletroferogramas do EBH, 
frações e subfrações, isoladas da Esenbeckia leiocarpa Engl., 
obtidos por meio da análise de eletroforese capilar. O alcaloide 
dihidrocorinanteol (DHC) foi identificado nas seguintes 
proporções: EBH (8,54%) (Figura 6, Tabela 2), fração Hex 
(0,067%) (Figura 7A, Tabela 2), fração AcOEt (14,11%) (Figura 
7B, Tabela 2), fração Aq (1,1%) (Figura 7C, Tabela 2), fração Alc 
(23,83%) (Figura 8A, Tabela 2), subfração AlcP (20,22%) (Figura 
8B, Tabela 2) e subfração AlcAp (26,87%) (Figura 8C, Tabela 2). 
É importante mencionar que as frações Hex e Aq apresentaram 
quantidade reduzida de DHC, 0,067% e 1,1%, respectivamente 
(Tabela 2). 
 
Tabela 2 – Concentração do DHC no EBH, frações e     
subfrações isoladas das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      DHC: dihidrocorinanteol, DPR: desvio padrão relativo. 
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Figura 6 – Eletroferograma para determinação do alcaloide 
dihidrocorinanteol (DHC) no extrato bruto hidroalcoólico (EBH). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eletroferograma de 50 mg/L de DHC. Eletrólito de corrida: 40 mM de tris-
(hidroximetil) aminometano (TRIS) e 50 mM de ácido 2-hidroxiisobutírico (HIBA) 
(pH 4,5). Outras condições: injeção hidrodinâmica: 50 mBar por 3 s; tensão 
aplicada: 30 kV; temperatura: 25 ºC; detecção direta em 215 nm. 
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Figura 7 – Eletroferograma para determinação do alcaloide 
dihidrocorinanteol (DHC) nas frações n-hexano (Hex) (A), acetato 
de etila (AcOEt) (B) e aquosa (Aq) (C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eletrólito de corrida: 40 mM de tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS) e 
50 mM de ácido 2-hidroxiisobutírico (HIBA) (pH 4,5). Outras condições: 
injeção hidrodinâmica: 50 mBar por 3 s; tensão aplicada: 30 kV; 
temperatura: 25 ºC; detecção direta em 215 nm. PI: padrão interno. 
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Figura 8 – Eletroferograma para determinação do alcaloide 
dihidrocorinanteol (DHC) na fração alcaloídica (Alc) (A), subfração 
alcaloídica polar (AlcP) (B) e subfração alcaloídica apolar (AlcAp) (C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eletrólito de corrida: 40 mM de tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS) e 50 
mM de ácido 2-hidroxiisobutírico (HIBA) (pH 4,5). Outras condições: injeção 
hidrodinâmica: 50 mBar por 3 s; tensão aplicada: 30 kV; temperatura: 25 ºC; 
detecção direta em 215 nm. PI: padrão interno. 
B 
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4.1.2 Elucidação estrutural do composto 
 
O fracionamento da subfração AlcAp isolada das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. resultou no isolamento do alcaloide 
indólico dihidrocorinanteol (DHC), o qual ainda não havia sido 
descrito para essa planta. O composto foi analisado por meio de 
espectroscopia de infravermelho (IR), que indicou a presença de 
grupos O-H e N-H pela absorção em 3460 cm
-1
 e 3385 cm
-1
. 
Nenhuma banda de carbonila foi observada no espectro de IR, e 
a espectrometria de massas (ESI-MS [M+H]
+
) resultou em um 
pico do íon molecular de m/z = 299,4. Na sequência, as técnicas 
de RMN de 
1
H e 
13
C foram utilizadas para confirmar a estrutura 
do alcaloide. Os deslocamentos químicos na RMN de 
1
H e 
13
C 
indicaram a presença do composto DHC. Esta substância é um 
sólido amorfo (70 mg), com faixa de fusão entre 173 e 176 °C, 
com rotação ótica de [α] 25D = -1,52
o
 (c 0,05, CHCl3) (TAVEIRA et 
al., 1992).  
A partir dos dados de RMN do DHC foi possível propor a 
elucidação da estrutura de um alcaloide com núcleo indólico. O 
espectro de RMN de 
13
C demonstrou a presença de 19 carbonos, 
apresentando 11 sinais na região de 10 a 65 ppm e 8 sinais de 
carbonos desblindados. Por meio da análise de RMN de DEPT 
135, todos os carbonos protonados foram identificados, 
destacando-se a presença de um sinal para metila (C18) em δC 
10,96 ppm. De 7 carbonos metilênicos (CH2), 2 ligados ao átomo 
de nitrogênio N4 com δC 53,04 (C5) e 60,09 (C21), e um CH2 
carbinólico (C17) em δC 60,33 ppm; 3 sinais de carbonos 
metínicos (CH) na região de alta frequência com respectivos 
deslocamentos em δC 37,21 (C15), 41,57 (C20) e 59,82 ppm 
(C3); 4 carbonos metínicos (CH) na região de baixa frequência 
atribuídos aos átomos de carbonos hidrogenados aromáticos e, 
finalmente a presença de 4 carbonos quaternários na região de 
δC 107 a 137 ppm, que foram atribuídos aos átomos de carbonos 
do sistema indólico. 
O espectro de RMN de 
1
H indicou um grupo de sinais 
característicos do sistema indólico, constituído de um anel 
aromático orto-substituído com sinais na forma de um par de 
dupletos centrados em δH 7,50 e 7,31 ppm, com constante de 
acoplamento J9,12 = 8,00 Hz atribuídos aos átomos de 
hidrogênios ligados aos átomos de carbono C9 e C12 . Também 
foram identificados dois duplo dupletos centrados em δH 7,10 e 
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7,14 ppm, atribuídos aos átomos de hidrogênios ligados aos 
átomos de carbonos C10 e C11. Os deslocamentos químicos dos 
carbonos: C9, C10, C11 e C12 são δC 118,01; 119,15; 121,07 e 
110,83 ppm, respectivamente. O deslocamento químico do C12 é 
justificado pelo efeito mesomérico do nitrogênio N1, tornando 
esse carbono mais blindado do que o esperado. A estrutura 
química do DHC está descrita na figura 9. 
 
              Figura 9 – Estrutura química do dihidrocorinanteol (DHC). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2 EFEITO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. SOBRE A 
MIGRAÇÃO CELULAR E A EXSUDAÇÃO 
 
 O extrato bruto hidroalcoólico (EBH) obtido das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. reduziu significativamente a migração 
de leucócitos, neutrófilos e mononucleares nas doses de 25 a 
100 mg/kg (P < 0,01) (Figuras 10A, 10B e 10C). Além disso, o 
EBH (10 - 100 mg/kg) inibiu também a exsudação  (P < 0,05) 
(Figura 10D). 
 A fração n-hexano (Hex), nas doses de 25 e 50 mg/kg, 
também demonstrou importante efeito anti-inflamatório, pois 
inibiu significativamente a migração leucocitária e os neutrófilos  
(P < 0,05) (Figuras 11A e 11B). A fração Hex também reduziu os 
mononucleares nas doses de 10 a 50 mg/kg (P < 0,01) (Figura 
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11C). Além disso, a dose de 50 mg/kg desta fração inibiu a 
exsudação (P < 0,01) (Figura 11D). 
 A fração acetato de etila (AcOEt) demonstrou efeito anti-
inflamatório similar ao da fração Hex. Nas doses de 25 e 50 
mg/kg, inibiu significativamente a migração leucocitária e os 
neutrófilos (P < 0,01) (Figuras 12A e 12B). A fração AcOEt 
também inibiu a migração de mononucleares nas doses de 10 a 
50 mg/kg (P < 0,05) (Figura 12C). Além disso, assim como 
observado para a fração Hex, apenas a dose de 50 mg/kg da 
fração AcOEt inibiu a exsudação (P < 0,01) (Figura 12D). 
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 Figura 10 – Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH) (10 - 100 mg/kg) administrado por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da  
indução   da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito do EBH sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais tratados 
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre parênteses 
correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01 
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Figura 11 – Efeito da fração n-hexano (Hex) (10 - 50 mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da 
indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da fração Hex sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais tratados 
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre parênteses 
correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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      Figura 12 – Efeito da fração acetato de etila (AcOEt) (10 - 50 mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes 
da indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da fração AcOEt sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo 
(animais tratados somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), 
Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 
mg/kg, i.p.), As colunas verticais representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de 
Student). Os valores entre parênteses correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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 A fração aquosa (Aq) apresentou melhor efeito anti-
inflamatório que as frações Hex e AcOEt. As doses de 5 e 10 
mg/kg promoveram inibição significativa de leucócitos e de 
neutrófilos, bem como da exsudação (P < 0,01) (Figuras 13A, 
13B e 13D). Ainda, a fração Aq inibiu também o influxo de 
mononucleares nas doses de 2 a 10 mg/kg (P < 0,01) (Figura 
13C). 
 A fração alcaloídica (Alc) demonstrou efeito anti-
inflamatório similar aos observados com a fração de Aq. A fração 
Alc inibiu a migração leucocitária, os neutrófilos e os 
mononucleares nas doses de 5 e 10 mg/kg (P < 0,05) (Figuras 
14A, 14B e 14C). Além disso, a dose de 10 mg/kg desta fração 
também inibiu a exsudação (P < 0,05) (Figura 14D). 
 A subfração alcaloídica polar (AlcP), nas doses de 1 a 5 
mg/kg, inibiu a migração leucocitária, os neutrófilos, bem como o 
influxo de mononucleares (P < 0,05) (Figuras 15A, 15B e 15C). 
Além disso, a subfração AlcP também foi capaz de inibir a 
exsudação nas doses de 0,5 a 5 mg/kg (P < 0,01) (Figura 15D). 
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Figura 13 – Efeito da fração aquosa (Aq) (2 - 10 mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indução da 
inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da fração Aq sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais tratados 
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre parênteses 
correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01.  
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Figura 14 – Efeito da fração alcaloídica (Alc) (1 - 10 mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indução da 
inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da fração Alc sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais tratados 
somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre parênteses 
correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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 Figura 15 – Efeito da subfração alcaloídica polar (AlcP) (0,5 - 5 mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes 
da indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da subfração AlcP sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais 
tratados somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre 
parênteses correspondem aos percentuais de inibição.  N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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A subfração alcaloídica apolar (AlcAp), nas doses de 0,5 a 
2 mg/kg, inibiu significativamente a migração leucocitária, os 
neutrófilos, bem como o influxo de mononucleares (P < 0,05) 
(Figuras 16A, 16B e 16C). Além disso, a subfração AlcAp (0,1 - 2 
mg/kg) também inibiu a exsudação em todas as doses estudadas 
(P < 0,01) (Figura 16D). 
O alcaloide dihidrocorinanteol (DHC), nas doses de 0,25 e 
0,5 mg/kg, inibiu significativamente a migração leucocitária e os 
neutrófilos (P < 0,01) (Figuras 17A e 17B). O DHC, nas doses de 
0,1 a 0,5 mg/kg, também inibiu o influxo de mononucleares e a 
exsudação (P < 0,05) (Figuras 17C e 17D). 
Como esperado, os fármacos de referência, dexametasona 
(0,5 mg/kg) e indometacina (5,0 mg/kg), inibiram 
significativamente a migração de leucócitos, os neutrófilos, os 
mononucleares e a exsudação (P < 0,05) (Figuras 10 a 17). 
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Figura 16 – Efeito da subfração alcaloídica apolar (AlcAp) (0,1 - 2 mg/kg) administrada por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da 
indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da subfração AlcAp sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais 
tratados somente com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre 
parênteses correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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   Figura 17 – Efeito do composto dihidrocorinanteol (DHC) (0,1 - 0,5 mg/kg, i.p.) administrado por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes 
da indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (i.pl.) no modelo da pleurisia em camundongos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito do DHC sobre leucócitos (A), neutrófilos (B), mononucleares (C), exsudação (D). Salina = grupo controle negativo (animais tratados 
somente com NaCl 0,95%), i.pl., Cg = grupo controle positivo (animais tratados somente com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.), As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student). Os valores entre parênteses 
correspondem aos percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01. 
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 O estudo da curva dose-resposta demonstrou que as 
melhores doses do EBH, frações, subfrações e do 
dihidrocorinanteol (DHC) que inibiram os parâmetros 
inflamatórios estudados foram as seguintes: 25 mg/kg para o 
EBH, 50 mg/kg para a fração Hex, 50 mg/kg para a fração 
AcOEt, 5 ou 10 mg/kg para a fração Aq, 10 mg/kg para a fração 
Alc, 1 ou 2 mg/kg para a subfração AlcP, 0,5 mg/kg para a 
subfração AlcAp e 0,25 mg/kg para o DHC. Além disso, a análise 
da curva tempo-resposta demonstrou que o EBH foi eficaz de 
inibir os parâmetros inflamatórios quando administrado no 
período de 0,5 h antes da carragenina, sendo este resultado 
utilizado como parâmetro para as frações, subfrações e para o 
DHC. A seguir, as análises do efeito do EBH, frações, subtrações 
e DHC sobre MPO, ADA, NOx, IL-1β e TNF-α foram realizadas 
utilizando a melhor dose e o tempo de tratamento prévio de 0,5h. 
 
4.3 EFEITO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. SOBRE A 
ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE  
 
 O tratamento prévio dos animais com o EBH, frações, 
subfrações e o DHC resultou em inibição significativa da 
atividade da MPO (P < 0,05) (Figura 18). Os fármacos de 
referência dexametasona e indometacina também inibiram a 
atividade desta enzima (P < 0,01) (Figura 18). 
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Figura 18 – Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 25 mg/kg), fração n-
hexano (Hex: 50 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 50 mg/kg), fração 
aquosa (Aq: 5 mg/kg),fração alcaloídica (Alc: 10 mg/kg), subfração alcaloídica 
polar (AlcP: 1 mg/kg), subfração alcaloídica apolar (AlcAp: 0,5 mg/kg), 
dihidrocorinanteol (DHC: 0,25 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. e administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da 
indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural (1%, 
i.pl.) sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg = 
grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = 
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-
Keuls e Teste t de Student). Os valores entre parênteses correspondem aos 
percentuais de inibição. N = 5 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01. 
 
4.4 EFEITO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. SOBRE A 
ATIVIDADE DA ADENOSINA-DEAMINASE  
 
 A atividade da ADA também foi inibida pelo EBH, frações, 
subfrações e pelo alcaloide DHC (P < 0,01) (Figura 19). Tanto a 
dexametasona quanto a indometacina também inibiram a 
atividade desta enzima (P < 0,01) (Figura 19). 
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Figura 19 – Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 25 
mg/kg), fração n-hexano (Hex: 50 mg/kg), fração acetato de etila 
(AcOEt: 50 mg/kg), fração aquosa (Aq: 5 mg/kg),fração 
alcaloídica (Alc: 10 mg/kg), subfração alcaloídica polar (AlcP: 1 
mg/kg), subfração alcaloídica apolar (AlcAp: 0,5 mg/kg), 
dihidrocorinanteol (DHC: 0,25 mg/kg) isolados das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. e administrados por via 
intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indução da inflamação pela 
carragenina administrada por via intrapleural (1%, i.pl.) sobre a 
atividade da  adenosina-deaminase  (ADA). 
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 
0,95%, i.pl.), Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com 
carragenina 1%, i.pl.), Dexa = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais tratados previamente com 
indometacina (5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média ± 
e.p.m. e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e Teste t 
de Student). Os valores entre parênteses correspondem aos percentuais 
de inibição. N = 5 animais. ** P < 0,01. 
 
 
4.5 EFEITO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. SOBRE A 
CONCENTRAÇÃO DE NITRITO/NITRATO 
 
 O tratamento prévio dos animais com o EBH, frações, 
subfrações e o alcaloide DHC resultou na diminuição da 
concentração de nitrito/nitrato (NOx) (P < 0,01) (Figura 20). 
Dexametasona e indometacina também reduziram a 
concentração de NOx (P < 0,01) (Figura 20). 
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Figura 20 – Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 25 mg/kg), fração n-
hexano (Hex: 50 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 50 mg/kg), fração 
aquosa (Aq: 5 mg/kg),fração alcaloídica (Alc: 10 mg/kg), subfração 
alcaloídica polar (AlcP: 1 mg/kg), subfração alcaloídica apolar (AlcAp: 0,5 
mg/kg), dihidrocorinanteol (DHC: 0,25 mg/kg) isolados das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. e administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 
h antes da indução da inflamação pela carragenina administrada por via 
intrapleural (1%, i.pl.) sobre a concentração de nitrito/nitrato (NOx). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.), 
Cg = grupo controle positivo animais tratados apenas com carragenina 1%, i.pl.), 
Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = 
animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-
Keuls e Teste t de Student). Os valores entre parênteses correspondem aos 
percentuais de inibição. N = 5 animais. ** P < 0,01. 
 
4.6 EFEITO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. SOBRE A 
CONCENTRAÇÃO DE IL-1β 
 
  O EBH, frações, subfrações e o DHC, isolados da 
Esenbeckia leiocarpa Engl., inibiram significativamente IL-1β (P 
< 0,05) (Figura 21). Dexametasona e indometacina também 
diminuíram a concentração dessa citocina pró-inflamatória        
(P <0,05) (Figura 21). 
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Figura 21 – Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 25 mg/kg), fração n-
hexano (Hex: 50 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 50 mg/kg), fração 
aquosa (Aq: 5 mg/kg) ou fração alcaloídica (Alc: 10 mg/kg), subfração 
alcaloídica polar (AlcP: 1 mg/kg), subfração alcaloídica apolar (AlcAp: 0,5 
mg/kg), dihidrocorinanteol (DHC: 0,25 mg/kg) isolados das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa e administrada por via intrapleural (1%, i.pl.) sobre as 
concentrações de interleucina-1 beta (IL-1β).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.), 
Cg = grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina 1%, i.pl.), 
Dexa = animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = 
animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-
Keuls e Teste t de Student). Os valores entre parênteses correspondem aos 
percentuais de inibição. N = 5 animais. ** P < 0,01. 
 
4.7 EFEITO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. SOBRE A 
CONCENTRAÇÃO DE TNF-α 
 
  Esenbeckia leiocarpa Engl. também diminuiu a 
concentração de TNF-α (P < 0,01) (Figura 22). Para a 
determinação da atividade das enzimas MPO e ADA, bem como 
das concentrações de NOx e IL-1β foram utilizadas doses de 5 
mg/kg para fração Aq e de 1 mg/kg para subfração AlcP. 
Entretanto, doses maiores da fração Aq (10 mg/kg) e da 
subfração AlcP (2 mg/kg) foram necessárias para a inibição do 
TNF-α (P < 0,01) (Figura 22). Dexametasona e indometacina 
também diminuíram a concentração dessa citocina (P < 0,01) 
(Figura 22). 
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Figura 22 – Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 25 mg/kg), fração n-
hexano (Hex: 50 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 50 mg/kg), fração 
aquosa (Aq: 10 mg/kg) ou fração alcaloídica (Alc: 10 mg/kg), subfração 
alcaloídica polar (AlcP: 2 mg/kg), subfração alcaloídica apolar (AlcAp: 0,5 
mg/kg), dihidrocorinanteol (DHC: 0,25 mg/kg) isolados das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa e administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes 
da indução da inflamação pela carragenina administrada por via intrapleural 
(1%, i.pl.) sobre as concentrações de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α).  
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg 
= grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = 
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-
Keuls e Teste t de Student). Os valores entre parênteses correspondem aos 
percentuais de inibição. N = 5 animais. ** P < 0,01. 
 
 
4.8 ESTUDO DA TOXICIDADE DO EXTRATO BRUTO 
HIDROALCOÓLICO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
 Neste protocolo experimental, a dose de 250 mg/kg 
demonstrou-se segura, pois resultou em 100% de sobrevida dos 
animais após 10 dias de observação (Figura 23). Entretanto, nas 
doses de 500 e 1000 mg/kg, todos os animas morreram no 
primeiro dia de observação (Figura 23). 
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Figura 23 – Curva de sobrevida realizada após a administração do extrato 
bruto hidroalcoólico (EBH) da Esenbeckia leiocarpa Engl. nas doses de 
250, 500 e 1000 mg/kg, i.p, utilizando-se a análise de Kaplan Meier. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.9 EFEITO ANTI-INFLAMATÓRIO DAS MODIFICAÇÕES 
ESTRUTURAIS DO ALCALOIDE DIHIDROCORINANTEOL 
(DHC) ISOLADO DA Esenbeckia leiocarpa Engl. 
 
 A inserção dos substituintes acetil, p-metilbenzoil, benzoil, 
p-metoxibenzoil e p-clorobenzoil na hidroxila do alcaloide DHC 
originou os compostos DHC-acetil, DHC-p-metil, DHC-benzoil, 
DHC-p-metoxi e DHC-p-cloro, respectivamente. Estes compostos 
inibiram significativamente os leucócitos e neutrófilos, quando 
administrados pela via intraperitoneal, em doses que variaram de 
0,1 a 1 mg/kg (P < 0,05) (Tabela 3). Nenhum dos compostos 
acima citados foi capaz de inibir a exsudação nas doses 
estudadas (P > 0,05) (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Efeito anti-inflamatório dos análogos do DHC: acetil, p-
metil, benzoil, p-metoxi e p-cloro sobre a migração leucocitária e 
exsudação, no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em 
camundongos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%), Cg = 
grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina 1%), DHC = 
Dihidrocorinanteol; Dexa = dexametasona, Indo = indometacina, a = administrado 
pela via intrapleural, b = administrado pela via intraperitoneal, * P < 0,05 e ** P < 0,01; 
N = 5 animais. 
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O tratamento prévio dos animais com os análogos do DHC 
resultou em inibição significativa da atividade da enzima MPO (P < 0,01) 
(Figura 24). Os fármacos de referência dexametasona e indometacina 
também inibiram a atividade desta enzima (P < 0,01) (Figura 24). 
 
Figura 24 – Efeito do DHC-acetil (0,25 mg/kg), DHC-p-metil (0,25 mg/kg), 
DHC-benzoil (0,25 mg/kg), DHC-p-metoxi (0,25 mg/kg) e DHC-p-cloro (1 
mg/kg) administrados por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 h antes da indução da 
inflamação pela carragenina, administrada por via intrapleural (1%, i.pl.), 
sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO).  
 
 
 
 
 
 
 
Salina = grupo controle negativo (animais tratados apenas com NaCl 0,95%, i.pl.), Cg 
= grupo controle positivo (animais tratados apenas com carragenina 1%, i.pl.), Dexa = 
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-
Keuls e Teste t de Student). Os valores entre parênteses correspondem aos 
percentuais de inibição. N = 5 animais. ** P < 0,01. 
 
A figura 25 demonstra a comparação entre o alcaloide 
DHC e seus análogos sobre a migração leucocitária, de 
neutrófilos e exsudação nas doses de 0,1 mg/kg, 0,25 mg/kg e 
0,5 mg/kg. Neste estudo, observou-se que o DHC foi mais eficaz 
em inibir a inflamação quando comparado com os análogos 
acetil, p-metil, benzoil, p-metoxi e p-cloro (P < 0,01). De forma 
geral, não foram observadas diferenças estatísticas significativas 
ao comparar os mesmos parâmetros inflamatórios entre os 
análogos acetil, p-metil, benzoil, p-metoxi e p-cloro (P > 0,05). 
Entretanto, observou-se que o p-metil, na dose de 0,25 mg/kg, foi 
mais efetivo em inibir neutrófilos do que o p-cloro (P < 0,05). 
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Figura 25 – Efeito do dihidrocorinanteol (DHC) e seus análogos acetil, p-metil, 
benzoil, p-metoxi e p-cloro, administrados por via intraperitoneal (i.p.), 0,5 h 
antes da indução da inflamação pela carragenina por via intrapleural (1%, i.pl.), 
no modelo da pleurisia em camundongos, sobre leucócitos (A), neutrófilos (B) e 
exsudação (C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As linhas representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas de 
cada análogo em relação ao DHC (Newman-Keuls e teste t de Student), * P < 0,05,** 
P < 0,01, N = 5 animais. 
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5 DISCUSSÃO 
 
 
No presente estudo, foi avaliado o efeito anti-inflamatório 
do extrato bruto hidroalcoólico (EBH), das frações n-hexano 
(Hex), acetato de etila (AcOEt), aquosa (Aq) e alcaloídica (Alc), 
subfrações alcaloídicas polar (AlcP) e apolar (AlcAp) e do 
alcaloide indólico dihidrocorinanteol (DHC), obtidos das cascas 
da Esenbeckia leiocarpa Engl., utilizando-se o modelo da 
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. Neste 
estudo, também foram comparadas as atividades anti-
inflamatórias sobre os parâmetros leucócitos e exsudação do 
alcaloide DHC e de cinco compostos análogos: DHC-acetil, DHC-
p-metil, DHC-benzoil, DHC-p-metoxi e DHC-p-cloro, utilizando-se 
o mesmo protocolo experimental.  
Inicialmente, avaliou-se se Esenbeckia leiocarpa Engl 
poderia ser tóxica para os animais, e para tanto, o efeito do EBH 
foi avaliado na sobrevida dos mesmos. Os resultados 
demonstraram que a planta parece ser segura somente na dose 
de 250 mg/kg, uma vez todos os animais sobreviveram dez dias 
após a administração sistêmica do EBH. É importante destacar 
que a dose considerada segura pelo estudo da curva de 
sobrevida (250 mg/kg) foi 10 vezes superior a melhor dose (25 
mg/kg) resultante do estudo da curva de dose-resposta para o 
EBH. 
Os resultados deste estudo evidenciaram ainda, que a 
Esenbeckia leiocarpa Engl. demonstrou efeito anti-inflamatório 
por meio da inibição da migração leucocitária e da exsudação, 
bem como inibição de enzimas e/ou mediadores pró-
inflamatórios, tais como MPO, ADA, NOx, IL-1β e TNF-α. 
Em relação à migração leucocitária e à exsudação, 
observou-se que o extrato bruto hidroalcoólico da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. e suas frações foram efetivos em inibir estes 
parâmetros inflamatórios, destacando-se que a inibição de 
leucócitos ocorreu principalmente à custa de neutrófilos. 
Ao comparar as frações isoladas da planta, observou-se 
que a fração Aq e a Alc apresentaram os melhores efeitos anti-
inflamatórios, uma vez que doses menores das mesmas (5 
mg/kg para a fração Aq e 10 mg/kg para a Alc) foram capazes de 
inibir a migração leucocitária e a exsudação quando comparadas 
a dose superior (50 mg/kg) das frações Hex e AcOEt. 
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De forma geral, o EBH e as frações obtidos da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. demonstraram efeito similar aos fármacos de 
referência utilizados neste estudo, dexametasona e 
indometacina, em relação a inibição da migração leucocitária e 
exsudação. 
As enzimas mieloperoxidase e adenosina-deaminase são 
importantes, principalmente, como marcadores da ativação de 
neutrófilos e de mononucleares, respectivamente (FAITH et al., 
2008; KRENKE; KORCZYNSKI, 2010). Neste contexto, o efeito 
da Esenbeckia leiocarpa Engl. foi avaliado sobre a atividade das 
enzimas MPO e ADA a fim de se entender o mecanismo de ação 
na modulação da ativação e quimiotaxia dos leucócitos. De 
acordo com os resultados deste estudo, observou-se que a 
Esenbeckia leiocarpa Engl. inibiu a atividade de ambas as 
enzimas. Estes resultados revelaram ainda, que a planta inibiu 
tanto a migração de leucócitos quanto a ativação destas células 
no sítio do processo inflamatório (FRÖDE; MEDEIROS, 2001). 
Entre as frações estudadas, a fração Aq e a Alc 
demonstraram melhor resultado de efeito anti-inflamatório em 
relação à inibição da atividade da MPO e da ADA, uma vez que 
foram capazes de inibir a atividade destas enzimas quando 
administrados em doses inferiores (5 mg/kg para Aq ou 10 mg/kg 
para Alc) quando comparadas com as frações Hex e AcOEt que 
inibiram este parâmetro somente na dose de 50 mg/kg. 
Em relação aos fármacos de referência, observou-se que o 
EBH e as frações isoladas exibiram padrão anti-inflamatório 
similar ao da dexametasona e da indometacina sobre a inibição 
da atividade da MPO e da ADA.  
Além de inibir a atividade das enzimas MPO e ADA, o 
extrato bruto hidroalcoólico da Esenbeckia leiocarpa Engl. e suas 
frações também reduziram as concentrações de nitrito/nitrato 
(NOx) no lavado da cavidade pleural. O óxido nítrico (NO) é um 
importante mediador pró-inflamatório liberado durante a resposta 
inflamatória aguda ou crônica e está relacionado com a 
exsudação e a quimiotaxia celular (TRIPATHI et al., 2007). Neste 
sentido, Elazar e colaboradores (2010) demonstraram que a 
liberação de NO está diretamente relacionada ao aumento do 
influxo de neutrófilos, no modelo de mastite induzido por infecção 
com Escherichia coli, em camundongos. Além disso, Sakaguchi e 
colaboradores (2006) também evidenciaram relação entre a 
redução da concentração de NOx e da exsudação após a 
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administração do inibidor da NOS, L-NAME, no modelo da 
pleurisia induzida pela carragenina em ratos. As frações Aq e Alc 
foram mais potentes em inibir NOx, uma vez que doses inferiores 
(5 mg/kg para fração Aq e 10 mg/kg para a fração Alc) destas 
frações inibiram este mediador pró-inflamatório quando 
comparadas com as frações Hex e AcOEt as quais foram 
efetivas na inibição do NOx somente em doses superiores (50 
mg/kg). 
Assim como observado nos outros parâmetros 
inflamatórios, evidenciou-se também que o EBH e suas frações 
demonstraram padrão anti-inflamatório similar aos fármacos de 
referência utilizados sobre a redução da concentração de NOx.  
Além dos mediadores pró-inflamatórios citados 
anteriormente, as concentrações das citocinas IL-1β e TNF-α 
também foram determinadas no lavado da cavidade pleural. 
Estudos demonstraram a participação das citocinas IL-1β e TNF-
α no processo inflamatório. Neste sentido, Mazon e 
colaboradores (2008) relacionaram a diminuição da concentração 
TNF-α com a inibição de leucócitos, exsudação, redução de NO, 
IL-1β, expressão da iNOS, P-selectina e molécula de adesão 
intercelular (ICAM-1), no pulmão de camundongos knockout para 
o receptor de TNF-α, TNF-R1, no modelo da pleurisia induzida 
pela carragenina. De acordo com os resultados obtidos, a 
Esenbeckia leiocarpa Engl. reduziu as concentrações de IL-1β e 
TNF-α, sendo que, entre as frações estudadas, a Aq e a Alc 
demonstraram os melhores efeitos na inibição de IL-1β e do 
TNF-α, pois doses menores das mesmas (Aq: 5 mg/kg ou 10 
mg/kg; Alc: 10 mg/kg) foram capazes de reduzir as 
concentrações destas citocinas quando comparadas com outras 
frações (Hex e AcOEt) as quais inibiram esses mesmos 
parâmetros inflamatórios na dose de 50 mg/kg. 
O extrato bruto hidroalcoólico e as frações demonstraram 
ser capazes ainda de reduzir as concentrações de IL-1β e TNF-α 
de forma similar à dexametasona e à indometacina.  
A fração Aq foi mais potente em inibir os parâmetros 
inflamatórios estudados do que as outras frações. Este fato pode 
ser devido à presença do alcaloide glicosilado desoxicordifolina 
na fração Aq, o qual foi isolado e identificado, porém não teve 
sua atividade anti-inflamatória avaliada até o momento. 
Entretanto, como a fração Alc apresentou maior concentração de 
alcaloides do que a fração Aq, essa fração foi selecionada para o 
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isolamento de duas subfrações, uma polar (AlcP) e outra apolar 
(AlcAp), que foram submetidas à análise dos mesmos 
parâmetros inflamatórios. Neste sentido, evidenciou-se que a 
subfração AlcAp demonstrou melhor efeito na inibição da 
migração leucocitária, exsudação, MPO, ADA, NOx, IL-1β e TNF-
α, quando comparada com a subfração AlcP, uma vez que a 
dose de 0,5 mg/kg da subfração AlcAp foi capaz de inibir a 
inflamação, enquanto a subfração AlcP necessitou de doses 
superiores (1 ou 2 mg/kg) para se obter o mesmo efeito anti-
inflamatório. 
De forma geral, observou-se que as subfrações 
promoveram efeito anti-inflamatório similar aos fármacos anti-
inflamatórios de referência utilizados sobre os parâmetros 
inflamatórios estudados.  
Em relação à atividade das enzimas e às concentrações de 
NOx e citocinas, observou-se que a subfração AlcP (1 mg/kg) foi 
5 vezes mais potente do que a indometacina (5 mg/kg) em inibir 
MPO, NOx e IL-1β. Ainda, a subfração AlcP (2 mg/kg) foi 2,5 
vezes mais potente do que a indometacina (5 mg/kg) em reduzir 
a concentração do TNF-α. Da mesma forma, a subfração AlcAp 
(0,5 mg/kg) foi tão potente quanto a dexametasona (0,5 mg/kg) e 
10 vezes mais potente do que a indometacina (5 mg/kg) em inibir 
MPO, NOx, IL-β e TNF-α.  
Após o estudo do efeito anti-inflamatório do material 
vegetal, a próxima etapa foi verificar o efeito de compostos 
isolados sobre os mesmos parâmetros inflamatórios. 
De acordo com alguns estudos, plantas do gênero 
Esenbeckia apresentam grande concentração de alcaloides na 
sua constituição (DREYER, 1980; DELLE MONACHE et al., 
1989; NAKATSU et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1996). 
Corroborando com estes estudos, a presença de alcaloides foi 
confirmada no EBH, frações e subfrações obtidos da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. 
Na sequência, o alcaloide indólico dihidrocorinanteol (DHC) 
foi isolado e identificado como composto majoritário da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. Como as frações (Alc) e subfrações 
(AlcP e AlcAp) que apresentaram grande concentração deste 
alcaloide demonstraram potente atividade anti-inflamatória, a 
próxima etapa deste estudo foi analisar o efeito do composto 
isolado sobre os parâmetros inflamatórios: migração leucocitária 
e exsudação. De acordo com os resultados, o DHC apresentou 
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efeito anti-inflamatório importante sobre leucócitos e a 
exsudação, pois inibiu estes parâmetros inflamatórios na dose de 
0,25 mg/kg. 
De forma geral, o efeito do DHC sobre a inibição da 
migração leucocitária e a exsudação foi similar ao observado 
com os fármacos de referência. Entretanto, é importante destacar 
que o DHC (0,1 mg/kg ou 0,25 mg/kg) foi 2 e 50 vezes mais 
potente do que a dexametasona (0,5 mg/kg) e a indometacina (5 
mg/kg), respectivamente, em inibir a exsudação.  
Além da migração leucocitária e da exsudação, o efeito do 
DHC também foi avaliado sobre a atividade das enzimas MPO e 
ADA. Desta forma, observou-se que o DHC inibiu a atividade 
dessas enzimas na dose de 0,25 mg/kg. O DHC foi 2 e 20 vezes 
mais potente do que a dexametasona (0,5 mg/kg) e a 
indometacina (5 mg/kg), respectivamente, em inibir MPO, ADA, 
NOx, IL-1β e TNF-α. 
É importante ressaltar que o DHC possui estrutura química 
similar a da indometacina, uma vez que ambos possuem um anel 
indólico na sua estrutura. Desta forma, sugere-se que o DHC, 
possivelmente, exerça mecanismo de ação anti-inflamatória 
semelhante ao da indometacina. 
Os resultados do presente estudo estão de acordo com a 
pesquisa realizada por Olajide, Ajayi e Wright (2009), na qual 
demonstraram efeito anti-inflamatório do alcaloide indólico 
criptolepina, classe a qual pertence o DHC isolado neste estudo, 
por meio da inibição do edema de pata induzido pela carragenina 
em ratos. Além disso, Adams e colaboradores (2004) também 
evidenciaram que alcaloides da classe das quinolonas, a qual 
também foi identificada na Esenbeckia leiocarpa Engl. por 
Nakatsu e colaboradores (1990), possuem atividade anti-
inflamatória in vitro, pois inibiram a síntese de leucotrienos em 
neutrófilos humanos estimulados por ionóforo de cálcio A23187. 
Na literatura há apenas um estudo sobre a atividade anti-
inflamatória da Esenbeckia leiocarpa Engl. Neste estudo, o 
alcaloide DHC e o β-sitosterol foram isolados das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. (LIZ et al., 2011). Estes autores 
também observaram que o DHC inibiu a migração leucocitária, a 
exsudação, a atividade das enzimas MPO e ADA, e as 
concentrações de nitrito/nitrato e das citocinas IL-1β e TNF-α, 
utilizando-se o modelo de inflamação induzida pela carragenina, 
na bolsa de ar, em camundongos. Além disso, o β-sitosterol 
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também inibiu os mesmos parâmetros inflamatórios avaliados no 
presente estudo. 
Uma vez que o composto isolado DHC demonstrou ser 
eficiente como agente anti-inflamatório, realizaram-se 
modificações na sua estrutura química com objetivo de verificar 
se estas modificações estruturais poderiam alterar seu efeito 
anti-inflamatório. Cinco compostos análogos ao DHC foram 
obtidos: DHC-acetil (composto 1), DHC-p-metil (composto 2), 
DHC-benzoil (composto 3), DHC-p-metoxi (composto 4) e DHC-
p-cloro (composto 5), os quais foram analisados sobre a 
migração leucocitária, exsudação e atividade da MPO. 
Com base nos resultados deste estudo, observou-se que o 
DHC foi significativamente mais efetivo do que seus análogos 
DHC-acetil, DHC-p-metil, DHC-benzoil, DHC-p-metoxi e DHC-p-
cloro em inibir a inflamação pela via intraperitoneal. Ressaltando 
que o DHC-acetil foi mais potente na inibição de leucócitos do 
que o DHC e os outros análogos. Além disso, observou-se 
também que o DHC-p-cloro inibiu estes parâmetros somente na 
dose de 1 mg/kg, que foi 4 vezes superior a dose efetiva para o 
DHC e outros análogos. É importante destacar ainda, que 
somente o DHC inibiu a exsudação nas doses estudadas, 
enquanto seus análogos não foram efetivos em inibir este 
parâmetro inflamatório. 
De forma geral, os resultados do estudo do efeito anti-
inflamatório dos análogos do DHC demonstram a importância do 
grupo hidroxila como sítio doador e/ou aceptor de ligações 
hidrogênio (H) no carbono 17 do DHC, visto que a substituição 
do grupo hidroxila pelos substituintes acetil, p-metil, benzoil, p-
metoxi ou p-clorobenzoil diminuiu a atividade anti-inflamatória do 
composto. Além disso, o átomo de cloro (DHC-p-cloro), devido a 
sua grande eletronegatividade, atrai os elétrons para si e, desta 
forma, o oxigênio torna-se menos apto a aceitar ligações de 
hidrogênio, o que pode reduzir a atividade anti-inflamatória do 
DHC (THOMAS, 2003). Desta forma, os efeitos eletrônicos 
promovidos pela inserção do cloro na molécula modificam a sua 
distribuição eletrônica, o que pode influenciar diretamente na 
ligação do composto aos alvos biológicos. Este fato foi verificado 
por meio da diminuição do efeito anti-inflamatório do DHC-p-cloro 
quando comparado com o DHC, DHC-acetil, DHC-p-metil, DHC-
benzoil e DHC-p-metoxi. Além disso, é possível que alterações 
físico-químicas no DHC, tais como tamanho, hidrofobicidade, 
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forma da molécula (efeito estérico) e eletronegatividade 
modifiquem o efeito anti-inflamatório do alcaloide DHC. 
Assim como o DHC, seus análogos também inibiram a 
atividade da enzima mieloperoxidase. Desta forma, é possível 
que os compostos: DHC-acetil, DHC-p-metil, DHC-benzoil, DHC-
p-metoxi e DHC-p-cloro sejam capazes de inibir tanto a migração 
de leucócitos quanto a ativação destas células no sítio 
inflamatório (FRÖDE; MEDEIROS, 2001). 
Neste estudo, comparou-se também o efeito anti-
inflamatório do DHC e de seus análogos com dois fármacos anti-
inflamatórios de referência: dexametasona e indometacina. De 
acordo com os resultados, tanto o DHC quanto os seus análogos 
DHC-acetil, DHC-p-metil, DHC-benzoil, DHC-p-metoxi e DHC-p-
cloro demonstram efeito anti-inflamatório similar à dexametasona 
e à indometacina em relação à inibição de leucócitos. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 
I. O efeito anti-inflamatório da Esenbeckia leiocarpa Engl. 
parece estar relacionado principalmente à inibição do 
influxo de leucócitos, bem como à diminuição da 
exsudação;  
 
II. A inibição dos leucócitos e da exsudação parece estar 
relacionada à inibição de enzimas (MPO e ADA) e de 
mediadores pró-inflamatórios (NOx, IL-1β e TNF-α); 
 
III. O alcaloide DHC parece ser, em parte, responsável pelo 
efeito anti-inflamatório apresentado pela Esenbeckia 
leiocarpa Engl.; 
 
IV. As doses de extrato bruto hidroalcoólico utilizadas nos 
experimentos parecem ser seguras nos estudos in vivo. 
 
V. O DHC foi mais efetivo do que os seus análogos DHC-
acetil, DHC-p-metil, DHC-benzoil, DHC-p-metoxi e 
DHC-p-cloro na inibição da resposta inflamatória, e as 
alterações físico-químicas ocorridas no DHC após a 
inserção dos substituintes acetil, p-metilbenzoil, benzoil, 
p-metoxibenzoil e p-clorobenzoil na hidroxila do carbono 
17, determinam a efetividade do efeito anti-inflamatório. 
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Figura 26 – Resumo do efeito anti-inflamatório da Esenbeckia leiocarpa 
Engl. no modelo da pleurisia induzida pela carragenina em camundongos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ADA = adenosina-deaminase, Cg = carragenina, DHC = dihidrocorinanteol, EBH = 
extrato bruto hidroalcoólico, IL-1β = interleucina-1 beta, MPO = mieloperoxidase, NOx 
= metabólitos do óxido nítrico, TNF-α = fator de necrose tumoral alfa,  
seta contínua (                 ) = sequência, seta interrompida (                    ) = inibição 
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